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I. Einleitung. 

In unserem Wissen tiber das Heterochromatin sind noch Liicken 
vorhanden. Diese zu schlieBen, dazu soll vorliegende Arbeit einen 
Beitrag liefern. In den Ruhekernen der Angiospermenfamilie der 
Kruziferen tritt das Heterochromatin bekanntlich in Form zahlreicher, 
kompakter Schollen (Chromozentren, Prochromosomen) auf. Diese 
stellen Chromosomenteile vor, die sich in der Telophase nicht riickbilden 
(Hx1rz 1933). Nach verschiedenen Autoren kann ihre Anzahl mit der 
Chromosomenzahl iibereinstimmen, ist aber variabel (REITBERGER 1949) ; 
eine Ubersicht iiber das betreffende Schrifttum gibt TiscHLER (1934). 
Es sind Untersuchungen von uns im Gang iiber GesetzmaBigkeiten 
beziiglich der Zahlenvariabilitaét der Chromozentren sowie tiber: deren 
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Morphogenese. Dazu ist es zunaichst notwendig, die Entwicklung der 
Ruhekerne von der Telophase ab zu verfolgen. 

Vorliegende Arbeit beschrankt sich nun auf die Feststellung der 
Anzahl der Chromozentren in den eben aus der Telophase hervor- 
gegangenen Ruhekernen primarer Meristeme von 4Kreuzbliitlerarten 
(Tribus Brassiceae). Mit Riicksicht auf die Variabilitat der Chromo- 
zentrenanzahl erschien es angebracht, eine gréBere Menge von Kernen 
zu analysieren. Ferner wurde es als nétig erachtet, daB diese aus ver- 
schiedenartigen Urmeristemen (Wurzelspitzen, Samenanlagen usw.) 
stammten; es ist némlich nicht von vornherein ausgeschlossen, daB die 
Zahl der Chromozentren der jungen Ruhekerne je nach Art des Urmeri- 
stems verschieden ist, so wie sich nach unseren Beobachtungen beispiels-. 
weise die Chromozentren der Kerne eines bestimmten nichtmeriste- 
matischen Gewebes in ihrer Zahl und ihrem Aussehen von denen junger 
Ruhekerne aus Urmeristemen unterscheiden. Im Hinblick darauf, daB 
die Chromozentrenzahl bei den jungen urmeristematischen Ruhekernen 
vielleicht mit verschiedenen inneren physiologischen Bedingungen 
wechseln kénnte, wurden Kerne untersucht von Pflanzen verschiedener 
Entwicklungsstufen und verschiedener Valenzstufe (Gametophyt und 
Sporophyt von Diploiden und Tetraploiden, ferner junge 4n-, 8n-, 16n- 
und 32n-Kerne aus colchicinierten Wurzelspitzen diploider Keim- 
pflanzen, schlieBlich 3n ++ 2-Kerne aus Hypertriploiden sowie ein Kern 
aus einer Triploiden). RosENBERG (1899) fand, daB die Chromozentren 
in den Zellkernen der Tentakeln von Drosera-Pflanzen durch AuBen- 
bedingungen beeinfluBt werden; deshalb wurde von uns Wert darauf 
gelegt, daB méglichst zahlreiche Pflanzenindividuen zur Untersuchung 


gelangten. 
Il. Material und Untersuchungsverfahren. 

Zur Untersuchung dienten Pflanzen folgender 4 Arten: 

1. a) Raphanus sativus var. radicula (Radieschen, Sorte Riesenbutter), 2n; 
b) Raphanus sativus var. major [L.] A. Voss (Miinchener Bierrettich), 4n. 

2. a) Brassica Rapa L. var. silvestris f£. annua (Sommerriibsen, Sorte Maleks- 
berger), 2n, 3n + 2; b) Brassica Rapa L. var. silvestris f. biennis (Winterriibsen, 
Sprengelriibsen), 3n, 4n. 

3. a) Brassica oleracea L. var. capitata L. f. alba DC. (WeiBkraut, Sorte Braun- 
schweiger), 2n; b) Brassica oleracea L. var. gongylodes L. (Kohlrani), 4n; c) Brassica 
oleracea L. var. sabauda L. (Wirsing), 4n (betrifft lediglich die Mitose der Abb. 27). 

4. a) Sinapis alba L. (WeiBer Senf), 2n; b) desgleichen, 4n. 

Die unter 1b), 2b), 3c) und 4b) aufgefiihrten Pflanzen wurden aus Saatgut 
gezogen, das auf Pflanzen zuriickgeht, die vor 8—10 Jahren im hiesigen Institut 
von Dr. F. Scxwanitz mittels Colchicin tetraploid gemacht worden waren. Die 
4n-Kohlrabipflanzen stammten aus tetraploidem Saatgut von Prof. J. StRavs, 
das im Institut im Friihjahr 1948 ausgesit worden war. Beiden Herren sei hier 
fiir die Uberlassung des Materials gedankt. 

Sicherheitshalber wurde von jeder untersuchten Pflanze die Chromosomenzahl 
festgestellt. Unter ,,Keimpflanzen“ werden hier Pflanzen verstanden, deren gréBeres 
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Primarblatt durchschnittlich 4mm lang war. Die Aufzucht der Pflanzen erfolgte 
unter méglichst giinstigen Bedingungen (Erde; Gewachshaus und Freiland). So 
wurden nicht zur Untersuchung verwendet Wurzelspitzen von Keimpflanzen, die 
in Petrischalen zwischen feuchtem Filtrierpapier zur Keimung gebracht und 
gehalten wurden, ausgenommen Wurzelspitzen, die hernach colchiciniert wurden. 
Bei Radieschen bzw. Riibsen wurden 4-, 8-, 16- und 32-ploide Ruhekerne in Haupt- 
wurzelspitzen dadurch erzielt, daB diploide Keimpflanzen, die in im Dunkeln bei 
25°C sich befindenden Petrischalen gekeimt hatten, so am oberen Ende kleiner 
Reagenzglaser befestigt wurden, da8 nur ihre Wurzeln in eine in jenen befindliche 
Lésung von 0,1% Colchicin (in Leitungswasser) tauchten. Die Einwirkungsdauer 
des Alkaloids betrug bei Zimmertemperatur 58 bzw. 72 Std. Unmittelbar hernach 
wurde fixiert. 

Folgende zwei Praparationsverfahren wurden angewandt: 1. Farbung mit Kar- 
minessigsiure (KE) nach Fixierung mit Alkoholeisessig (AE) (3:1). Junge 
Ruhekerne diirfen, im Gegensatz zu alten, nicht stark gepreBt werden, weil 
sonst die Darstellung ihrer Chromozentren leidet; so ist freilich auch die Be- 
stimmung der Zahl der Chromozentren miihsam, die im jungen urmeri 
Ruhekern ungefahr zu einer Kugelschale angeordnet sind. 2. Die Ruhekerne der 
Zellen des mikrosporogenen Gewebes sowie die haploiden Ruhekerne wurden 
mittels Mikrotompraparate studiert. Fixierung nach Carnoy (6 Teile Athanol, 
2 Teile Eisessig, 2 Teile Chloroform) ; Einbettung nach der Methylbenzoat-Celloidin- 
Paraffinmethode; Farbung nach Frutaren. Versuchsweise wurde HzemENHAINS 
Hamatoxylin angewandt; damit werden die Chromozentren aber haufig schlecht 
gefarbt. 

In den Abbildungen werden der Nukleolus sowie die Kernmembran immer 
dann wiedergegeben, wenn sie deutlich sichtbar waren. Die Zeichnungen wurden 
simtlich in 3000facher VergréBerung angefertigt und reproduziert. 





Ill. Befunde. 
A. Prophase und Telophase. Allgemeines. 
Die mitotische Pro- und Telophase wurde bloB fliichtig untersucht. 
Thre Beobachtung wurde durchgefihrt an Raphanus sativus 2n (auch 
Prophase der haploiden 1. Pollenkornmitose) und an Raphanus sativus 
4n, Brassica Rapa 2n und Sinapis alba 4n. Dabei ergaben sich grund- 
sitzlich die gleichen Verhialtnisse, wie sie von andefen Autoren bei 
anderen Objekten beschrieben wurden und veranschaulicht sind bei- 
spielsweise in Fig. 33b (Impatiens balsamina) bei T1scHLER (1942) und 
in Abb. 18 (rechts; Citrullus vulgaris) bei GxITLER (1938): Die stark 
gefarbten Chromozentren, die eine quere Einschniirung oder quere Auf- 
hellung (Spindelansatz, Centromer) aufweisen kénnen, zeigen an einem 
oder an beiden Enden schwach gefarbte Verlingerungen, welche die 
euchromatischen, das ist die die telophasische Riickbildung erfahrenden 
Stiicke der Chromosomen vorstellen. — In den mitotischen Metaphasen 
dagegen war das Heterochromatin vom Euchromatin, wie iblich, nicht 
mehr unterscheidbar (z. B. Abb. 1). 
Unter ,,jungen Ruhekernen“ werden hier urmeristematische Kerne 
verstanden, die noch nicht lange aus der Telophase hervorgegangen 
14* 
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sind und keine euchromatischen Faden mehr erkennen lassen. Eine 
genaue Abgrenzung gegen altere Ruhekerne war oft nur subjektiv 
méglich. 

Die Chromozentren der 4 untersuchten Kruziferen sind meist ebenso 
scharf und glatt konturiert und ebenso stark gefirbt wie die Chromo- 
somen der mitotischen Metaphase. Sie haben, wie aus den Abbildungen 
hervorgeht, verschiedene GroéBe und Form, worauf nicht eingegangen 
werden soll. Im jungen Ruhekern liegen sie gleichmaBig, gegen dessen 
Peripherie zu, verteilt. Eine einseitige Lage der Chromozentren kommt 
lediglich als Artefakt in Kernen vor, die durch das Praparationsverfahren 
yequetscht sind (Abb. 5). — AuBer den Chromozentren sind in den 
jungen Ruhekernen Nukleolen vorhanden, fast stets in Einzahl (z. B. 
Abb. 4, links), sonst in Zweizah] (Abb. 4, rechts). Von den Chromo- 
zentren und Nukleolen abgesehen, lassen die jungen Ruhekerne nach 
der KE-Technik keinerlei Struktur erkennen, der iibrige Kerninhalt 
erscheint hell und homogen. 


B. Raphanus sativus. 
1. 2n-Kerne (Sporophyt ). 

Am intensivsten von den 4Kruziferen wurde Raphanus sativus 
untersucht. Die diploide Chromosomenanzahl dieser Art betrigt 18 
[KARPETSCHENKO (1924) und andere Autoren. Abb. 1]. 

Naturgem4B lassen nicht alle jungen Ruhekerne eine genaue Bestimmung der 
Anzahl ibrer Chromozentren zu. Diese kénnen eine mehr oder weniger starke 
Quereinschniirung (wohl die Stelle des Centromers) zeigen (Abb. 2, links unten; 
Abb. 4, oben im rechten Kern); beriihren sich nun 2 Chromozentren, die keine 
Querkerbe erkennen lassen, mit je einem Ende, so kénnen sie ein einziges Chromo- 
zentrum mit Quereinschniirung (an der Beriihrungsstelle) vortauschen; freilich 
kann man ein solches Gebilde haufig zwanglos als aus 2 Chromozentren bestehend 
deuten, z. B. dann, wenn es besonders groB ist (Abb. 4, links oben im rechten 
Kern). Liegt ein Chromozentrum dicht unter einem anderen, so werden. beide 
optisch nicht immer voneinander trennbar sein, wenngleich sie jedoch des éfteren 
zwanglos als 2Chromozentren gedeutet werden kénnen, falls das betreffende 
Gebilde wiederum besonders groB ist. So kann also nicht entschieden werden, ob 
in den urmeristematischen jungen Ruhekernen gelegentlich eine wirkliche Ver- 
schmelzung von 2 Chromozentren vorkommt. Weiterhin wird manchmal ein 
Chromozentrum so schwach gefarbt sein, daB es der Beobachtung entgeht. 

Es wurden insgesamt 46 diploide junge Ruhekerne in bezug auf ihre 
Chromozentrenanzahl sorgfaltig analysiert (Abb. 2—7). Aus den hierbei 
gefundenen Chromozentrenanzahlen, die in der Tabelle 1 aufgefihrt sind, 
ist zu schlieBen, daB die Chromozentrenzahl wohl nie héher als 18 ist; 
dariitber hinaus 14Bt sich unter Beriicksichtigung des vorhin Gesagten 
wohl mit Recht behaupten, daB die Chromozentrenanzahl (mindestens 
die urspriingliche) der 46 Kerne einheitlich 18 betraigt, also mit der 
Chromosomenzahl iibereinstimmt. Dies gilt nun fiir sdémtliche diploide 
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junge Ruhekerne von Raphanus sativus var. radicula ohne Riicksicht 
auf die Art des Urmeristems und das Alter der Pflanzen. Das darf man, 
wohl mit Recht verallgemeinernd, auf Grund der entsprechenden Daten 
in der Tabelle 2 sagen, aus der zu sehen ist, daB: Kerne aus 3 verschieden- 
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Abb. 1—7. Raphanus sativus 2n. Aquatorialplatte (1) mit 18 Chromosomen und Ruhe- 

kerne (2—7) mit ebenfalls 18 Chromozentren. 1—5 SproBmeristem von Keimpflanzen; 

6 Wurzelmeristem einer Alteren Pflanze; 7 mikrosporogenes Gewebe. 2—5 Zelligrenzen 

gezeichnet. 4—7 Nukleolus sichtbar. 2, 5, 7 Kernmembran sichtbar. 3, 5, 6 mehr oder 

weniger stark gequetscht. 4 die verschiedene Ténung der Chromozentren zeigt verschiedene 

optische Einstellungen an. 1—6 AE, KE; 7 Carnoy, Feulgen-Lichtgriin, 20 4. 1—7 3000fach 
vergréBert. 


artigen Urmeristemen und aus Pflanzen von 3 verschiedenen Entwick- 
lungsstufen zur Untersuchung gelangten. 


2. In-Kerne (Gametophyt). 

Entsprechend der diploiden betrigt die haploide Chromosomenzahl 
bei Raphanus sativus 9 (Abb. 8). — Die 24 analysierten jungen Ruhe- 
kerne der Haplophase (Gametophyt) stammten aus Pollenkérnern von 
2 verschiedenen Entwicklungsstadien. Die bei ihnen festgestellten 
Chromozentrenzahlen sind aus der Tabelle 1 zu ersehen; bei keinem 
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Tabelle 1. Gefundene Chr ti hl 





e. = einwandfrei; h. = héchstens; n. D. = nach (mehr oder weniger zwang- 




























































































































loser) Deutung. 
Kern- 2 aq a ea Kernanzahl (fettgedruckt) : gefundener 
a valenz E - § 35 A Chromozentrenzahl 
oe Oo @ 
Raphanus In 9 24 12:e.9; 11:n.D.9; 1:n.D.8 
sativus 2n 18 46 16:¢. 18; 28:n.D. oder h. 18; 4:h. 17; 
1:h. 16; 2:18—19 
4n 36 13 4:e. 36; 4:n.D. 36; 1:n.D. 35; 4: etwa 32 
8n 72 1 1: 69—74 
16n 144 2 1:139—145; 1:h. 132 
32n 288 1 1: 288 + etwa 15 
Brassica 2n 20 19 2:e.20;10:n.D.20; 2:n.D.19;8:n.D.18; 
Rapa 1:n.D. 21; 1:n.D. 22 
3n 30 1 1:n.D. 30 
3n+2 32 7 1l:e. 32; 6:n.D. 32 
4n 40 8 1:e. 40; 3:n.D. 40; 2:n.D.39;1:n.D. 37; 
1:etwa 43 
8n 80 | 1:etwa 80 
16n 160 1 1:etwa 150 
32n 320 1 1:etwa 300 
Brassica 2n 18 17 5:e. 18; 11:n.D. 18; 1:e. 19 
oleracea 4n 36 rf 1:e. 36;1:h. 36;2:h.35;1:h. 32; 2:h.31 
Sinapis 2n 24 37 4:e. 24; 18:n.D. 24; 2:n.D. 25; 
alba 11 :n.D. 23; 2:n.D. 22 
4n 48 11 2:e. 48; 8:n.D. 48; 1:h. 44 
Tabelle 2. Anzahl der untersuchten Pflanzen (in Klammern) und der aus ithnen 
analysierten Ruhekerne. 
Kernvalenz 
in 2n 3n 3n + 2 4n 8n | 16n | 32n hl 
Spezies [2s | 3 | « ee Pe re ee eae ee ee 
Pp a o © () ) > 
ele ele le lElElE Ele) 5/5] 5 
ee ae he ae oe Le ee ee 
Raphanus 24 3¢ |; 33 | 107] O 0 0 2] il 0 1 2 1 87 
sativus (2) | (2)| (4) | () (2) | (4) (1) | @) | (1) 
i 4 &] 1 2 1 1 1 38 
(1) (1) (1) | () 
0 0 0 0 
Sinapis O | 12 | 25 0; 0 0 0 5 6 0 0 0 0 48 
alba (3) | (2) (4) |_ (3) 
Summe | 24 | 29 | 78 | 12 1 4 3 12 | 18 9 2 3 2 197 
119 7 39 


1 Von Keimpflanzen. 2 Colchicinierte Wurzel. * Aus mikrosporogenem Gewebe. 
4 Aus Funiculus einer Samenanlage. ® Somatisches Gewebe. ® Von Keimpflanze 
und einer 4lteren, noch nicht blihreifen Pflanze. 
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Kern wurden mehr als 9 Chromozentren gezaéhlt. Von den genannten 
24 Kernen waren 20 erst kurze Zeit aus der Telophase der II. Reife- 
teilung hervorgegangen und sie sind deshalb noch als ,,junge“‘ Ruhekerne 
zu bezeichnen; das ist daraus zu ersehen, daB sie Zellen angehorten, 
die noch zu Zelltetraden verbunden waren und noch keine Pollenkorn- 
membran mit Exine und Intine hatten (Abb. 9—11). Zu den 24 Kernen 
gehéren weitere 4 Kerne, die aus 2 zweikernigen, schon mit einer Mem- 
bran versehienen Pollenkérnern stammten. Von ihnen lieBen die beiden 
vegetativen Kerne zwanglos je 9Chromozentren (oberer Kern von 
Abb. 12) und die 2 generativen Kerne nach Deutung 8 bzw. einwandfrei 





Abb. 8—12: Raphanus sativus 2n, Haplophase. Aquatorialplatte (8) mit 9 Chromosomen 

und Ruhekerne (9—12) mit gleichfalls 9 Chromozentren; 8 erste Pollenkornmitose; 9—11 

Zellen aus 3°Tetraden; 12 zweikerniges Pollenkorn mit Pollenkornmembran, vegetativem 

(oben) und generativém (unten) Kern. 8—12 Carnoy, Feulgen-Lichtgriin, 204; 3000fach 
vergroéBert. 


9 Chromozentren erkennen (unterer Kern von Abb. 12). Die 4 Kerne 
sind offenbar ebenfalls noch ,,junge‘’ Ruhekerne; das ist daraus zu 
erschlieBen, daB in dem Pollensack, in Gem die beiden Pollenkérner 
lagen, viele Pollenkérner eben das Stadium der 1. Pollenkornmitose 
durchliefen; ferner daraus, daB in den beiden vegetativen Kernen die 
Chromozentren noch erkennbar und zahibar sind (wenngleich sie 
schwicher als die der beiden generativen Kerne gefarbt sind), wahrend 
sie sich im Verlauf der Pollenkornentwicklung immer schwicher anfarben, 
iiberhaupt der ganze vegetative Kern bei der angewandten Technik 
immer weniger sichtbar wird!. (Der vegetative Kern ist gréBer als der 
generative. Letzterer erfahrt schon eine Teilung, wenn das Pollenkorn 
noch in der Anthere eingeschlossen ist.) ; 

Zusammenfassend darf man unter Veraligemeinerung wohl mit Recht 
behaupten, daB bei Raphanus sativus var. radicula die Chromozentren- 
zahl aller haploiden jungen Ruhekerne gleich ist mit deren Chromo- 
somenzahl, die 9 betriagt. 


1Nach JouveNEL-Marciizac (1941) farbt sich der Kernsaft bei Beniitzung 
der Feulgen-Reaktion. Wutrr (1942) halt eine Nachpriifung dieser Angabe fiir 
angebracht. In unseren Feulgen-Praparaten war der Kernsaft nicht gefarbt. 
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3. 4n-Kerne. 


Die Chromozentrenzahl sowohl der haploiden wie der diploiden 
jungen Ruhekerne von 2n-Pflanzen von Radieschen stimmt, wie gezeigt 
wurde, mit der haploiden bzw. diploiden Chromosomenzahl iiberein. 
Man kann nun als wahrscheinlich erwarten, daB entsprechendes auch 
fiir die tetraploiden jungen Ruhekerne von Raphanus sativus var. radi- 
cula und, allgemeiner, der ganzen Spezies Raphanus sativus gilt, die 
Chromozentrenzahl also gleich der Chromosomenzahl ist, die 36 betragt 
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Abb. 13—16. Raphanus sativus 4n. Metaphaseplatte (13) mit 36 Chromosomen und Ruhe- 

kerne (14—16) mit ebenso vielen Chromozentren. Aus Spro8meristem von Keimpflanzen. 

14a, 14b ein einziger unzerschnittener Kern. 15 Zellgrenzen gezeichnet. 16 Nukleolus 

sichtbar. 14 und 15 Kernwand sichtbar. 16 schwach gequetscht. 13—16 AE, KE; 3000tach 
vergréBert. 


(Abb. 13). Immerhin ist dies nicht selbstverstaindlich; deshalb wurde 
eine diesbeziigliche zytologische Untersuchung vorgenommen. 

Es wurden die Chromozentrenanzahlen von insgesamt 13 tetra- 
ploiden jungen Ruhekernen aus zwei verschiedenartigen Urmeristemen 
von mehreren kiinstlichen Tetraploiden von Raphanus sativus var. major 
(Tabelle 2; Abb. 14—16) bestimmt; sie sind in die Tabelle 1 eingetragen. — 
NaturgemaéB wachst die Schwierigkeit und Unsicherheit bei der Fest- 
stellung der Chromozentrenanzahl mit deren Erhéhung in polyploiden 
Ruhekernen. Unter Beriicksichtigung dieser Sachlage und der auf S. 208 
erérterten Gesichtspunkte léBt sich aus den in der Tabelle 1 gegebenen 
Daten wohl der Schlu8 ziehen, daB sdmtliche tetraploide junge Ruhe- 
kerne aus Urmeristemen von 4n-Pflanzen bei Raphanus sativus var. 
major (und allgemeiner bei der ganzen Spezics) 36 Chromozentren auf- 
weisen. 
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4. 8n-, 16n- und 32n-Kerne. 


Da8B die Chromozentrenzahl in Ruhekernen auch noch héherer 
Valenzstufen mit der jeweiligen Chromosomenzahl iibereinstimmt, 
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Abb. 17 und 18. Raphanus sativus 2n. Colchicinierte Keimwurzelspitzen. Mitose (Abb. 17) 
mit ungefahr 144 Chromosomen und 16-ploider Ruhekern (Abb. 18) mit gleichfalls etwa 
144 (139—145) Chromozentren. AE, KE; 3000fach vergréBert. 


sollen die folgenden Untersuchungen an 8-, 16- und 32-ploiden Kernen 
zeigen. Diese waren durch Behandlung von 2 Keimwurzelspitzen mit 
Colchicinlésung erzeugt worden (s. S. 207). 

In den beiden Wurzelspitzen fanden sich Mitosen vor, bei denen 
ungefahr 72 Chromosomen, also ungefahr die oktoploide Anzahl, und 
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Mitosen, bei denen ungefahr 144 Chromosomen (Abb. 17), demnach 
ungefahr die 16-ploide Anzahl, festgestellt wurde. Letztere Kern- 
teilungsfiguren kénnen unregelmaBig gestaltet sein. 

Was die entsprechenden Ruhekerne betrifft (Tabelle 1), so war eine 
ganz exakte Bestimmung der Chromozentrenzahlen nicht méglich, da 
diese sehr hoch waren und da schwach gefarbte Chromozentren und 
Gerinnselbildungen nicht immer voneinander unterschieden werden 
konnten. Die 4 analysierten Ruhekerne lieBen 69—74 bzw. 139—145 
(Abb. 18), héchstens 132 sowie 288 (-- etwa 15) Chromozentren erkennen, 
waren also (genau oder fast genau) 8- bzw. 16- und 32-ploid. Die hoch- 
polyploiden Ruhekerne kénnen unregelmaBige Umrisse haben. Sie sind 
betrachtlich gréBer als die diploiden jungen Ruhekerne (vgl. beispiels- 
weise Abb. 2 mit Abb. 18). 

Zvsammenfassend \iBt sich (unter Verallgemeinerung) sagen: Bei 
Raphanus sativus stimmt die Chromozentrenanzahl simtlicher urmeriste- 
matischer junger Ruhekerne mit deren Chromosomenzahl tiberein, wobei 
es gleichgiiltig ist, welche Valenzstufe die Ruhekerne besitzen, aus 
welchen Urmeristemarten sie stammen und welcher Entwicklungsstufe 
die Pflanzen angehéren. 


C. Brassica Rapa var. silvestris. 

Es erschien nun wiinschenswert festzustellen, ob eine solche Gleich- 
heit nicht bloB bei Raphanus sativus, sondern auch bei anderen Kruzi- 
ferenarten bestehbt. Von solchen wurde Brassica Rapa L. var. silvestris 
(Riibsen), Brassica oleracea L. (Kohl) und Sinapis alba L. (WeiBer Senf) 
fiir die Untersuchung ausgewahlt. Der Grund hierfiir war unter anderem, 
da8B von diesen 3 Arten kiinstliche Tetraploide zur Verfiigung standen 
(s. S. 206). Zunachst werde der Riibsen besprochen. 


1. 2n-Kerne. 

Die diploide Chromosomenzahl betragt 20 [KaRPETSCHENKO (1924) 
und andere Autoren], was Abb. 19 veranschaulicht. 

Bei der Bestimmung der Chromozentrenzahl der jungen Ruhekerne 
gelangten, wie aus Tabelle 2 zu ersehen ist, wieder Kerne verschieden- 
artiger Urmeristeme aus mehreren Pflanzen verschiedener Entwicklungs- 
stufe zur Untersuchung. Die gefundenen Chromozentrenanzahlen sind 
in die Tabelle 1 eingetragen (Abb. 20). 

Nicht mitgezihlt wurden kleine kugelige Gebilde, die, 1—4 an der 
Zahl, in den meisten der 19 analysierten Kerne zu bemerken waren. Sie 
farben sich wie die Chromozentren. Gelegentlich sind sie durch einen 
Faden, der an der Grenze der Sichtbarkeit liegen kann, je mit einem 
Chromozentrum verbunden, wie beispielsweise das zweite Chromozentrum 
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von oben (links) der Abb. 32 (S. 219). Sie kénnen so klein sein, daB sie 
kaum mehr sichtbar sind, aber auch so groB wie die kleinsten in einem 
Kern vorhandenen Chromozentren. In diesem Falle sind sie, besonders 
wenn sie nicht durch einen Faden mit einem Chromozentrum verbunden 
erscheinen, von den kleinsten Chromozentren eines Kerns nicht unter- 
scheidbar; dann erhéht sich, offenbar nur scheinbar, in den urme- 
ristematischen jungen Ruhekernen die urspriingliche Anzahl der (pri- 
miaren) Chromozentren. (Unter den 83 analysierten In-, 2n- und 
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pet 19—24. Brassica Rapa var. silvestris. 19 und 20 von 2n-Pflanzen; 21 und 22 von 
3n + 2-Pflanze; 23 von 4n-Pflanze; 24 aus colchicinierter Keimwurzelspitze von 2n- 
Pflanze. Metaphasen mit 20 Chromosomen (Abb. 19), mit 30 Chromosomen plus 2 Chromo- 
somen(-Fragmente ?) (Abb. 21) und mit 40 Chromosomen (Abb. 23); entsprechend Ruhe- 
kerne mit ebenfalls 20, 32 und 40 Chromozentren (Abb. 20 bzw. 22 und 24). 20—24 von 
Keimpflanzen, 19 Mitose aus Samenanlage. 20, 21, 23 SproBmeristem; 22 Wurzelmeristem. 
21 und 22 Zellgrenzen gezeichnet, Kernmembran sichtbar. 24 etwas gequetscht. 19—24 
AE, KE; 3000fach vergréBert. 





4n-Ruhekernen von Raphanus sativus fanden sich bloB 3 diploide Kerne 
mit den kugeligen Gebilden. Deren Anzahi betrug 1 bzw. 2 und 4; alle 
waren mittels eines feinen Fadens mit je einem ‘Chromozentrum ver- 
bunden. Bei der Feststellung der Chromozentrenanzahl wurden sie 
ebenfalls nicht mitgerechnet.) — Uber die kleinen kugeligen Gebilde 
sind Untersuchungen im Gang. 

Beriicksichtigt man das eben Ausgefiihrte sowie die bei Raphanus 
sativus auf 8. 208 erdrterten Gesichtspunkte, so lé8t sich nach den Daten 
der Tabelle 1 mit betrichtlicher Sicherheit sagen, daB beim diploiden 
Riibsen, ebenso wie bei Raphanus sativus 2n, die Chromozentrenanzahl 
simtlicher diploider urmeristematischer junger Ruhekerne gleich der 
diploiden Chromosomenzahl ist, die 20 betragt. Die beiden in der Ta- 
belle 1 angefiihrten Kerne mit 21 und 22 Chromozentren werden nach 
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dem Obigen zu den Kernen mit einer nur scheinbar erhéhten Chromo- 
zentrenzah] gehéren. 


2. 4n-, 8n- und 16n-Kerne. 

Wie bei Raphanus sativus sollen im folgenden auch bei Riibsen 
junge Ruhekerne besprochen werden, die eine héhere Valenzstufe als 
die 2n-Stufe aufweisen. 

Zunichst mégen die 8 analysierten 4n-Kerne behandelt werden 
(Tabelle 1 und 2). Sie stammten aus drei verschiedenartigen Urmeriste- 
men von 3 Pflanzen zweier verschiedener Entwicklungsstufen. In 1 Kern 
von ihnen wurden einwandfrei 40 Chromozentren gezahlt (Abb. 24), also 
ebenso viel, wie die tetraploide Chromosomenzahl betragt (Abb. 23), in 
3 Kernen sehr zwanglos 40 und in 1 weiteren Kern etwa 43 Chromo- 
zentren; diese 5 Kerne waren gewonnen worden durch Colchicinierung 
der Keimwurzel (vgl. 8. 207) einer 2n-Pflanze von Sommerriibsen. Ferner 
zeigte 1 Kern aus dem Spro8meristem einer zweiten Pflanze, einer 
Tetraploiden, nach Deutung 39Chromozentren. SchlieBlich wiesen 
2 Kerne aus einem Bliitenknospenmeristem einer dritten Pflanze, eben- 
falls einer Tetraploiden, nach Deutung 37 bzw. 39 Chromozentren auf. 
Nach diesen Daten gilt also wohl auch hier, da8 bei simtlichen tetra- 
ploiden urmeristematischen jungen Ruhekernen die Chromozeatrenzahl 
mit der Chromosomenzahl iibereinstimmt. — DaB in einem Kern, wie 
oben erwahnt, 43 Chromozentren festgestellt wurden. also um 3 mehr 
als die tetraploide Chromosomenzahl ausmacht, lat sich, wie bei den 
entsprechenden 2n-Kernen von Riibsen, dadurch erkliren, daB von den 
in jenem Kern vorhandenen ,,kleinen kugeligen Gebilden“ (solche waren 
nicht in allen 8 analysierten 4n-Ruhekernen vorhanden) 3 so groB sind 
wie die kleinsten Chromozentren des Kerns. Erginzend sei bemerkt, 
daB in der untersuchten colchicinierten Keimwurzel tetraploide Mitosen 
zur Beobachtung gelangten. 

In dieser Wurzel wurde daneben auch eine ungefahr 16-ploide Mitose 
mit ungefaihr 160 Chromosomen gesehen. Aus der gleichen Wurzel 
konnten auBer den oben angefiihrten 5 tetraploiden Ruhekernen je ein 
ungeféhr 8n-, 16n- und 32n-Ruhekern analysiert werden, in denen 
ungefahr 80 bzw. 150 und 300 Chromozentren gezahlt wurden. 


3. 3n- und 3n + 2-Kerne. 

Bis jetzt hatten wir es bei Raphanus sativus bzw. Riibsen mit 1n-, 
2n-, 4n-, 8n-, 16n- und 32n-Ruhekernen zu tun. Nun sollen zur Vervoll- 
standigung der Untersuchungen auch noch triploide bzw. hypertriploide 
urmeristematische junge Ruhekerne in die Untersuchung mitein- 
geschlossen werden (Tabelle 1 und 2). In der Nachkommenschaft von 
vor Jahren kiinstlich tetraploid gemachten Winterriibsen fand sich eine 
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Pflanze, die sich nach Chromosomenzahlungen an 5 Mitosen als triploid 
erwies. Aus einem Bliitenknospenmeristem von ihr wurde 1 Ruhekern 
analysiert ; seine Chromozentrenzahl betrug (nach Deutung) 30, war also 
ebenso hoch wie die Chromosomenzahl. — Unter den diploiden Keim- 
pflanzen, die aus Handelssaatgut (Sommerriibsen, Sorte Maleksberger) 
herangezogen wurden, fand. sich eine Pflanze vor, deren mitotische 
Metaphaseplatten — 11 davon wurden ausgezéhlt — 30 Chromosomen 
plus 2 Chromosomen(-fragmente?) aufwiesen (Abb. 21); sie ist mithin 
hypertriploid. Da sie weder hinsichtlich ihrer auBeren und inneren 
Morphologie noch sonstwie vor den anderen diploiden Keimpflanzen auf- 
fiel, diirfte es sich wirklich um eine Riibsenpflanze, nicht um eine andere 
Art, handeln. Von der Pflanze wurden 4 dem Nebenwurzelmeristem und 
3 dem SproBmeristem angehérende Ruhekerne untersucht; 1 Kern lieB 
einwandfrei, die anderen 6 Kerne mehr oder weniger zwanglos 32 Chro- 
mozentren erkennen (Abb. 22). Auch in den hypertriploiden jungen 
Ruhekernen kommen wieder die ,,kleinen kugeligen Gebilde“ vor. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB bei Riibsen die jungen 
triploiden und hypertriploiden Kerne sowie die jungen 2n-, 4n-, 8n-, 
16n- und 32n-Ruhekerne, allgemein simtliche urmeristematische junge 
Ruhekerne, unabhangig von der Entwicklungsstufe der Pflanzen, von 
der Urmeristemart und von der Chromosomenzahl (Valenzstufe), ebenso 
viele Chromozentren wie Chromosomen besitzen. 


D. Brassica oleracea. 

Als dritte Kruziferenart wurde fiir die Chromozentrenstudien 
Brassica oleracea gewahlt. Bei dieser Spezies gelangten nur 2n- und 
4n-Kerne aus Urmeristemen von 2n- und 4n-Pflanzen zur Untersuchung. 
Da hier beziiglich der Chromozentrenanzahl der urmeristematischen 
jungen Ruhekerne grundsitzlich die gleichen Verhaltnisse herrschen wie 
bei Raphanus sativus und bei Ribsen, sollen sie im folgenden nur kurz 
beschrieben werden. 

1. Die diploide Chromosomenzahl betragt bei Brassica oleracea 18, 
wie Abb. 25 zeigt und wie KARPETSCHENKO (1924) und andere Autoren 
festgestellt haben. — Von den insgesamt 17 untersuchten jungen 
urmeristematischen 2n-Ruhekernen (Tabelle 1 und 2) zeigten 5 einwand- 
frei 18 Chromozentren (Abb. 26), ferner 11 Kerne zwanglos 18 Chromo- 
zentren; in 1 Kern schlieBlich wurden einwandfrei 19 Chromozentren 
gezihlt, das ist 1 Chromozentrum mehr als die diploide Chromosomen- 
zahl betrigt. Dies ist wohl sicher darauf zuriickzufiihren, daB eines von 
den in dem betreffenden Kern vorhandenen ,,kleinen kugeligen Ge- 
bilden“‘, wie solche bei Riibsen (S. 214) besprochen wurden, die GréBe 
eines (primaren) Chromozentrums erreichte, so daB es von einem solchen 
nicht unterschieden werden konnte. In 6 von den 17 Kernen war von 
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jenen Gebilden nichts zu bemerken. In den itibrigen Kernen aber, mit 









Ausnahme des oben erwahnten Kerns, waren sie so klein, daB sie mit 
den Chromozentren in unserem Sinne nicht verwechselt werden konnten. 
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Abb. 25—28. Brassica oleracea. 25 und 2 
zentren (Abb. 26 bzw. 28). 25—27 Spr 


2. Abb. 27 gibt eine 
tetraploide mitotische Meta- 
phaseplatte mit 36Chromo- 
somen wieder. Zur Analyse 
der jungen Ruhekerne (Ta- 
belle 1 und 2) dienten Ur- 
meristeme aus 2 Bliiten- 
knospen einer Tetraploiden, 
von der Mitose und Meiose 
untersucht wurde. Von den 
im ganzen 7 analysierten 
4n-Kernen lieB 1 Kern ein- 
wandfrei 36 Chromozentren 
erkennen (Abb. 28); weiter 
wurde bei 1 Kern 36, bei 
2 Kernen 35 und schlieBlich 
bei 2 Kernen 32 bzw. 31 
als Chromozentrenhéchst- 
zahl festgestellt. 

Am Rande und als Er- 
ganzung sei angefiihrt, daB 
bei einer zweiten Tetraplo- 
iden in mehreren Kernen 
aus Zelltetraden (Gameto- 
phyt) etwa 18 Chromozen- 
tren festgestellt wurden, 
also, wie erwartet, halb 
soviel wie in den jungen 
4n-Kernen der Zygophase. 
Dies entspricht den auf 
S. 209 beschriebenen Befun- 
den beziiglich der Chromo- 
zentrenanzahl der Ruhe- 
kerne der Haplophase bei 


Raphanus sativus, wonach dort die Chromozentrenzahl ebenfalls nur 
halb so groB ist wie die der jungen 2n-Kerne. 

Riickblickend auf die Ergebnisse der Chromozentrenzaéhlungen an den 
urmerisiematischen jungen Ruhekernen von Brassica oleracea kann gesagt 
werden, daB auch diese stets ebensoviel Chromozentren wie Chromosomen 


aufweisen. 
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E. Sinapis alba. 

Als letzte Art diente Sinapis alba (WeiBer Senf) zur Klarung der 
Chromozentrenanzahl in den urmeristematischen jungen Ruhekernen. Von 
soichen wurden 2n- und 4n-Kerne aus diploiden und kiinstlichen tetra- 
ploiden Keimpflanzen in Untersuchung genommen (Tabelle 1 und 2). Die 
diploide Chromosomenzahl betrigt 24 [KarPETscHENKO (1924) und andere 
Autoren; Abb. 29], die tetraploide Zahl dementsprechend 48 (Abb. 31). 

An diploiden Ruhekernen wurden insgesamt 37 analysiert. 25 von 
ihnen gehérten SproBmeristemen und die iibrigen 12 Kerne Neben- 
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Abb. 29—32. Sinapis alba. 29 und 30 von 2n-Keimpflanzen; 31 und 32 von 4n-Keim- 

pflanzen. Aquatorialplatten mit 24 und 48 Chromosomen (Abb. 29 bzw. 31); entsprechend 

Ruhekerne mit ebenfalls 24 und 48 Chromozentren (Abb. 30 bzw. 32). 29, 31, 32 SproB- 

meristem, 30 Wurzelmeristem. 30 Zellgrenzen gezeichnet, Kernmembran sichtbar. 31 und 
32 etwas gequetscht. 29—32 AE, KE; 3000fach vergréBert. 


wurzeimeristemen an. Unter den 37 Kernen fanden sich 4 mit einwand- 
frei 24 Chromozentren (je 2 Kerne aus SproB und Wurzel; Abb. 30), 
ferner, jeweils mit mehr oder weniger zwangloser Deutung, 18 Kerne 
mit 24, 2 mit 25, 11 mit 23 und 2 Kerne mit 22 Chromozentren. An 
tetraploiden Ruhekernen wurden im ganzen 11 untersucht. Davon 
stammten 6 aus SproB- und 5 aus Nebenwurzelmeristemen; in 2 Kernen 
wurden einwandfrei 48 Chromozentren (Abb. 32), in 8 mehr oder weniger 
zwanglos 48 und in 1 Kern héchstens 44 Chromozentren festgestellt. — 
In einer Anzahl der untersuchten 2n- und 4n-Kerne wurden ,,kleine 
kugelige Gebilde“ von der friiher beschriebenen Art (S. 214) beobachtet. 

Entsprechend den diesbeziiglichen Verhaltnissen bei den 3 anderen 
besprochenen Kruziferenarten kann auch fiir Sinapis alba behauptet 
werden, daB die Chromozentrenzahl siamtlicher urmeristematischer 
junger Ruhekerne mit deren Chromosomenzahl tibereinstimmt. 


IV. Schlu8bemerkung. 
Wie Herrz (1933) bei der Komposite Lactuca denticulata gezeigt hat, 
kann eine Ubereinstimmung der Chromozentrenzahl mit der Chromo- 
somenzahl rein zufillig sein; denn ,,in ein und demselben Chromosom 
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kénnen ein einziges oder mehrere, auf bestimmter Chromosomenhdhe 
gelegene Stiicke heterochromatisch sein. Heterochromatin kann an allen 
oder an einzelnen Chromosomen des Satzes auftreten‘‘. Bei den von 
uns untersuchten 4 Kruziferenarten jedoch besitzt offenbar jedes 
Chromosom des Satzes ein und nur ein heterochromatisches Stiick 
(Chromozentrum). Dafiir spricht die oben festgestellte Ubereinstimmung 
der Chromozentrenanzahl in den urmeristematischen jungen Ruhekernen 
mit deren Chromosomenanzahl einheitlich bei simtlichen 4 Arten, ferner 
der Umstand, da8 in den Pro- und Telophasen (s. S. 207) kein Chromosom 
gefunden wurde, das kein oder mehr als ein heterochromatisches Stiick 
(Chromozentrum) aufwies. 

Auf das Schrifttum iiber die Chromozentren bei Kruziferen sei im Hin- 
blick auf die von TIsCHLER (1934) hieriiber gegebene Ubersicht nur kurz 
eingegangen. JOUVENEL-MarciiLac (1941) untersuchte den Gameto- 
phyten (Haplophase) von 43 Arten aus den Triben Alysseae, Arabideae, 
Lepidieae und Brassiceae. Eine genaue Beschreibung wird nur fir 
Brassica campestris gegeben; ob auch die von uns bearbeiteten 4 Arten 
behandelt wurden, geht aus der Veréffentlichung nicht hervor. Nach 
dieser stimmt die Zahl der Prochromosomen (Chromozentren) der 
Gametophytenkerne mit deren Chromosomenzahl iiberein. Manton 
(1935) befaBt sich in ihrer Arbeit iiber die physikalische Natur von 
pflanzlichen Zellkernen bei Biscutella laevigata L. und Iberis semper- 
florens L. (Cruciferae, Tribus Lepidieae), nicht als Hauptzweck ihrer 
Veréffentlichung und an verhaltnismaBig kleinem Material, mit der 
Anzahl der Prochromosomen. Von Biscutella laevigata wurden analysiert 
1n-Ruhekerne aus Pollentetradenzellen, ferner 2n-, 3n-, 4n-, 5n- und 
6n-Ruhekerne aus Wurzelmeristemen von 2n-, 4n- und 6n-Wildpflanzen 
sowie von 3n- und 5n-Bastarden aus diesen, weiterhin meristematische 
12n + 2-Ruhekerne aus einer Chimérenwurzel einer 6n - 1-Pflanze, 
schlieBlich meristematische 2n- und 4n-Ruhekerne aus einer Chimaren- 
wurzel einer Diploiden. Bei Iberis semperflorens wurden ebenfalls 2n- 
und 4n-Ruhekerne aus einer Wurzelspitze einer 2n-Pflanze untersucht. 
Bemerkenswerterweise ergab sich stets eine Gleichheit der Chromo- 
zentrenzahl mit der Chromosomenzahl. Es ist uns keine Veroffentlichung 
bekannt, in der die Chromozentrenzahl einer groBen Anzahl von Ruhe- 
kernen festgestellt wurde; dies wire im Hinblick auf die im Schrifttum 
haufig hervorgehobene Chromozentrenzahlvariabilitaét wichtig und ist 
von uns in vorliegender Arbeit an jungen Ruhekernen aus primaren 
Meristemen ausgefiihrt worden. 


Zusammenfassung. 
Bei 4 Arten der Angiospermenfamilie der Kruziferen wurde die Zahl 
der Chromozentren (Prochromosomen) einer gréBeren Anzahl junger 
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In-, 2n-, 3n-, 3n + 2-, 4n-, 8n-, 16n- und 32n-Ruhekerne aus ver- 
schiedenartigen primaren Meristemen zahlreicher, in verschiedener Ent- 
wicklungsstufe stehender Pflanzen festgestellt (Tabelle 1 und 2). Die 
Kerne stammten aus unbehandelten Gameto- und Sporophyten von Di- 
und Tetraploiden sowie aus colchicinierten Keimwurzelspitzen von 
Diploiden. Die Chromozentrenzahl aller untersuchten Ruhekerne 
stimmte mit deren Chromosomenzahl iiberein. 


Chromozentrenuntersuchungen. I. 
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THE MICRO-STRUCTURE OF CHROMATIN THREADS 
IN. THE METABOLIC STAGE OF THE NUCLEUS. 


By 
G. YasuzuMi. 
With 7 figures in the text. 
(Eingegangen am 29. September 1950.) 


Introduction. 

It is a matter of interest for the biologist and especially for the 
geneticist to gain a detailed knowledge of the structure of metabolic 
nuclei (usually called resting nuclei). Much work has been done during 
the last few years on the thread-like bodies isolated from metabolic 
nuclei with the aid of ordinary microscopic techniques (POLLISTER and 
Mirsky 1943, CLaupDE and PorttrrR 1943, and Mirsky and Ris 1947). 
For the elucidation of the submicroscopic structure other methods have 
been employed; electron microscopy (Hovanrtz 1947, CaLveT, SIEGEL 
and Stern 1948, Hovanirz, DENUES and Sturrock 1949, and Lams 
1949) and phasecontrast microscopy (Lams 1949). However, no general 
conclusion has yet been reached as to the relation of chromatin granules 
and “‘linin’’ of metabolic nuclei to prophase chromosomes. 

The present investigation deals with the demonstration of the fine 
structure and the chemical composition of chromatin threads isolated 
from human leucocytes and carp erythrocytes by means of the electron 
microscope and with the aid of microchemical stainings. 


Experimental Procedure. 


Preparation of isolated chromatin threads from human leucocyte nuclei.—Peri- 
pheral blood obtained by venipuncture was immediately placed in a paraffin-lined 
test tube containing a small amount of powdered heparin. The tube was gently 
inverted to mix the blood with the anticoagulant. This blood was then put into 
a hematocrit tube with a capillary pipette, and was centrifuged for a short time 
until the four major layers (plasma, thrombocytes, leucocytes and erythrocytes) 
were separated. Plasma and thrombocyte layers were removed by means of a 
capillary pipette. The leucocyte layer was carefully transferred into a 0-9% salt 
solution and then treated according to Mirsky and Ris’s technique (1947) for 
isolating chromatin threads. 

Preparation of isolated chromatin threads of carp erythrocyte nuclei.— Mirsky 
and Ris’s technique (1947) for isolating chromatin threads from carp erythrocytes 
was also used in this experiment. The whole procedure was carried out at a tem- 
perature of 1°C in a cold-room of the Enzyme Laboratory of the Physiological 
Institute in the National Osaka University. 

Electron microscopy.—The instrument used was a Shimazu magnetic model 
SM-1B with a maximal operating voltage of about 80 kV, and model SM-2 with 
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a maximal operating voltage of about 40kV; most of the work described in this 
paper was carried out at from 40 to 80 kV. One drop of the specimen was placed 
on the collodion film of a sample holder, the hole of which measuring 0-1 mm in 
diameter. The studies were made on preparations fixed in acetic acid, formalin, 
osmic vapour, ALTMANN’s and CHampy’s fluid, some observations were made on 
unfixed specimen. When staining was desired a droplet of Phosphotungstic acid 
solution (1-0% in phosphate buffer at p, = 5) was applied, and staining proceeded 
for periods varying from 15 seconds to 5 minutes. 

Differential staining of nucleic acids and basic proteins.—In order to differentiate 
desoxyribonucleic acid and ribonucleic acid FEvLGEN’s reaction and Unna-PaPrEn- 
HEIM’s method (methyl-green and pyronine) were used on the isolated chromatin 
threads. For staining basic proteins brillantazurin B was employed on a slide glass. 


Results. 
Observations with the light microscope:—The examination of the 
suspensions isolated from blood cell nuclei, which have neither been 





Fig. 1. Isolated chromatin threads from Fig. 2. Isolated chromatin threads from 
human leucocyte nuclei. carp erythrocyte nuclei. 


fixed nor stained, in a light microscope reveals thread-like bodes of 
varying width and length (Fig. 1 and 2). 

In figures 1 and 2 it is shown that the opaque granules exist on the 
less opaque threads. The apparent width of the individual granules 
ranges from about 0-4 to 0-6 wu. When the isolated threads are fixed with 
the various fixatives mentioned above and stained with the aid of 
FEULGEN or UNNA-PAPPENHEIM’s method on the slide, microscopic 
analysis shows that only the granules are stained with FEULGEN’s 
reagent and methyl green (Fig. 3). The stained granule represents the 
chromatin granule, because it has much greater affinity for most stains 
than “‘linin”. The isolated threads are essily stainable with Brillant- 
azurin B (Fig. 4). It is thus confirmed that most of the thread-like 
bodies isolated from cell nuclei are composed of basic proteins. 

Observations with the electron microscope —In this section the main 
tesults of the paper obtained by electron micrograph reproductions will 
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be described. A model has been constructed to facilitate the description 
of the electron micrographs taken of this material (Fig. 5). If the 
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Fig. 3. Isolated chromatin granules from Fig. 4. Isolated chromatin threads from 
human leucocyte nuclei. FEULGEN. human leucocyte nuclei. Brillantazurin B. 
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Fig. 5. Wire model showing types of spirals. A. Focussed image. B. Image out of 

focus. 1. Model of triple helix and lampbrush-like pattern. 2. Model of pseudosingle spiral 

and “‘tubuli renales’’-like pattern. 3. Model of pressed and extended pseudosingle spiral 
and banded structure. 


interpretation of the electron microscopic patterns is correct a chromatin 
thread consists of a double-coiled spiral in which the major spiral is 
double-stranded. This double-stranded spiral again is coiled in larger 
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loops as indicated by Fig. 5 A, and B, and Fig.6a. The photograph 
taken out of focus of the orthospiral of two small coiled wires resembles 
somewhat the configurations of lampbrush chromosomes as shown in 
Fig. 5 B,. However, for such a lampbrush type structure of chro- 
matin threads no indications have been found in the electron microscope 
observations. An orthospiral of different origin may also form a pseudo- 
single spiral by appression into each other of the two strands if the 
direction of coiling is the same in both, as shown in Fig. 5 A, and Ag, 
and Fig. 6b and c. The photograph of the pseudosingle spiral in which 
the distance between gyres in minor spirals is long, and the period of 
major spirals is short, produces the ‘“‘tubuli renales’’-like pattern as 
shown in Fig. 5 B,. 

The presence of a relatively amorphous matrix surrounding the 
minor spiral would obscure the spiral nature of any or all strands of 
such composite structures. Constituent fibrils of the chromonema can 
be seen to consist of sub-units of approximately 5-10 my in diameter 
at the middle lower part in Fig. 6a. 

The fragment in Fig. 7a has a diameter 330 my. It indicates an 
apparently double-stranded spiral of the chromonemata. In the upper 
pait the chromatin thread appears to consist of two relationally spiralized 
elements. : 

When the specimen is placed in a cold-room for 10 hours the chromatin 
thread constituents are partially separated as shown in Fig. 6d and e. 
Much of the enveloping matrix has been removed from the thread which 
shows parts with smaller coils in the chromonemata. In the lower 
part of the Fig:6e the chromatin thread is broken thereby making 
visible a pair of chromonemata. These threads indicate quite clearly 
a minor:spiral. 

After 24 hours storage in isotonic salt solution at about 5°C, most 
of the matrix appears to be removed from the chromatin thread, and 
the separated chromonemata become clearly visible. They show a 
series of granules, the apparent width of which ranging from submicro- 
scopical sizes (20 mu) to microscopical diameters (250 mu) (Fig. 7b). 
In the same figure it is easily observed that the chromatin thread is com- 
posed of two chromonemata marked by a and a’, and the chromonemata 
consist of two fibrils (b and b’) which are composed of sub-units (c and c’) 
of approximately 5-10 mu in diameter. The author’s present view is 
that each of two chromonemata is composed of at least 4 fibrils. The 
chromatin thread may therefore be said to consist of at least 8 fibrils. 

The detailed structure of chromonemata can be seen in another 
preparation isolated from carp erythrocyte nuclei which were stained 
with PTA solution (Fig. 7c). A close examination of a number of 
electron micrographs of this type reveals a “banded” structure in the 
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Fig. 6 and 7. Electron micrographs of chromatin threads isolated from human leucocyte 
nuclei and carp erythrocyte nuclei. The electron micrographs in the Fig. 6 a, b,c, and e are 
negative images. Therefore, in the print the thinner portions of the thread are represented 
by dark grey or black, and the thicker portions by light grey or white. The scale on each 
micrograph represents 1 y. 
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chromonema. The apparent width of the individual “‘ bands” or “disks” 
ranges from about 4 to 16 mu. The apparent width of this fibril is about 
15-40 mu. Whether the banded structure is produced by the coiling 
of a fine thread to form long helices or it is made of heterogeneous 
elements, we can not decide from electron micrographs, but as Fig. 5 B, 
shows, a spiral taken out of focus appears like a banded structure. 

Fig. 7e represents some egg-shaped bodies which are totally opaque 
to electrons, the diameter of the bodies being 0-40-64; these are 
similar to the chromatin granules described above from microscopic 
examination. These granules are easily removed from the chromatin 
threads. The thread shown in Fig.7e is perhaps the chromonema 
(or part thereof) composed of a thin spiral (20 my wide). As a rule, 
the chromatin granules are found at the end of the isolated chromatin 
thread (or fragments) as shown in Fig. 7d. Thus, chromatin threads’ 
seem to be composed of two kinds with respect to the penetration of the 
electrons, the proximal opaque portion and the distal less opaque thread. 

In the light microscope investigation of chromatin threads isolated 
from carp erythrocyte nuclei there seldom appears a conspicuously out- 
lined chromatin body (0-3 w wide and 2-0 u long) which is deeply stained 
with the FEULGEN method. Fig. 7f represents its electron micrograph, 
showing the complicated spiral structure and a transparent line in the 
middle part along the longitudinal axis. This complicated spiral structure 
is very similar in shape to the “tubuli renales”’-like pattern of a wire 
model (Fig. 5 B,). This chromatic body is probably either a heteropyc- 
notic chromosome or a mitotic chromosome. The data on the spiral 
structure of chromonema during the mitotic cycle will be published in 
another paper. 

Discussion. 

Most of the discussion has already been made along with the de- 
scription of the results. Some points of general importance must be 
added now. The thread-like bodies isolated from cell nuclei of various 
kinds had been observed and called chromosomes by a number of 
investigators such as Mirsky and PoLLisTER (1943), CLAUDE and PoTTER 
(1943), Hovanrrz (1947), Mirsky and Ris (1947) and Hovanitz, DENUES 
and Sturrock (1949). However, Lams (1949) concluded that the iso- 
lated threads so far produced by mechanical treatment of nuclei were 
not chromosomes. 

Fig. 6a. Chromatin thread isolated from carp erythrocyte nuclei showing a pair of chromo- 

nemata which are coalesced into a double-stranded spiral giving the appearance of a triple 

helix. The chromofibrils can be seen at the lower middle part. CHaMpy. x 30,000. — 

Fig. 6 b and c. Chromatin threads isolated from human leucocyte nuclei showing a pseudo- 

single spiral. 10% formalin. x 40,000. — Fig. 6d. Chromatin thread isolated from human 

leucocyte nuclei after 10 hours dissolution in isotonic salt solution. Separation into a pair 
of chromonemata showing spiral structure. 10 % formalin. x 25,000. — Fig. 6e. Separated 


chromonemata from human leucocyte nuclei after 10 hours dissolution in isotonic salt 
solution. Chromonemata indicate very clearly a minor spiral. x 10,000. 
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Fig. 7a. Chromatin thread isolated from human leucocyte nuclei showing a relational spiral 
of chromonemata. Osmic vapour. x 16,000. — Fig. 7b. Separated chromonemata from 
human leucocyte nuclei #fter 24 hours dissolution in isotonic salt solution. Most of the 
matrix is removed from the chromatin thread and the separated chromonemata and chromo- 
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The author is of the opinion that the isolated threads are not chromo- 
somes, but chromatin threads composed of a pair of chromonemata 
which are free of nucleic acids. Nucleic acids are not detected in the 
chromatic threads by the methods we have at present at our disposal, 
while chromatin granules give always an intensive FEULGEN reaction. 
Therefore, the desoxyribonucleic acids are kept in store at a definite 
region in the metabolic nucleus, and then the chromonemata are free 
of nucleic acids. As chromosomes are usually considered as thread shaped 
elements covered with nucleic acids, therefore, the author concludes 
that the isolated thread-like bodies are not the chromosomes, but the 
chromatin threads composed of a pair of spiral threads, that is, chromo- 
nemata. 

Electron micrographs have given much information as to the number 
of chromonemata in the chromatin thread. The conclusions must be 
drawn from our observations that a pair of small coiled chromonemata 
in the metabolic stage are appressed into a double-stranded or pseudo- 
single-stranded spiral which gives a triple helix. Therefore, the structure 
of nuclei in the metabolic stage appears to be very complicated, hence 
it is generally called “reticulum.” 

One of the much discussed questions of chromatin thread structure 
concerns the problem of the number of fibrils whereof a chromonema is 
composed. It is easily observed by the electron microscope that chromo- 
nemata consist of at least two threads which are composed of sub-units 
of approximately 5-10 mu in diameter. For these fibrillar sub-units 
the author proposes the expression ‘“chromofibril.”’ 

With regard to the chemical composition of the chromosome ELVERS 
(1943) has stated the following opinion: The tendency of the chromosomes 
to fall apart during tryptic digestion shows that nucleic acids do not 
constitute any framework or skeleton substance of the chromosomes; 
this task is probably performed by the protein instead. This agrees 
with the findings of CasPERssoN (1936) in salivary gland chromosomes 
and, interestingly enough, with the analogous conditions in tobacco 
mosaic virus (BUTENANDT 1943). The results mentioned above are in 
accordance with the work by Patay and CLaupE (1949). According to 
their electron microscopic studies regarding the giant chromosomes, 
the chromomeres are composed of desoxyribonucleic acids and at least 
another component, probably a protein. The nucleic acid seems to lie 
at leat in part on the surface of each granule. By means of the-electron 


fibrils are clearly visible. ALTMANN. xX 20,000. — Fig. 7c. Isolated chromofibril from 
carp erythrocyte nuclei showing banded or spiral structure. Stained with PTA solution. 
x 40,000. — Fig. 7d. Chromatin threads isolated from carp erythrocyte nuclei showing 
chromatin granule attached to the thread. x 10,000. — Fig. 7e. Isolated chromatin 
granules and chromofibril from carp erythrocyte nuclei. CHaMPy. x 15,000. — Fig. 7f. Spiral 
structure of chromosome from carp erythrocyte nuclei. CHAMPY. x 16,000. 
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microscope the author and HasEGawa (1949) have revealed in the gan- 
glion cells of Drosophila virilis that the euchromatic threads are gradually 
enveloped by the desoxyribonucleic acid during the progress of mitosis. 
These observations, together with considerations of some other data 
from literature, have led me to believe that the skeleton substance of 
the chromatin thread is apparently a basic protein which plays an im- 
portant role in the metabolic stage of nuclei. 

Catvin, Kopant and Goitpscumipt (1940), Parnrer (1941) and 
Kopant (1941—42) published that normal salivary gland chromosomes 
were transformed into the lampbrush chromosomes bey highly alkaline 
solutions or urea-alkali mixture. The image taken out of focus in the 
orthospiral of two small coiled wires is very similar in shape to the 
experimentally produced lampbrush chromosome from the normal sali- 
vary gland chromosomes and the natural one of animal oocytes. 

The various electron micrographs of the isolated chromatin threads 
habe been imitated by models of spiral structures made with copper 
wire. The lampbrush chromosomes have been here also suggested by 
one type of models. The electron micrographs regarding the spiral 
structure of the chromonema during the mitosis will be interpreted by 
the wire models in a future paper. 

It is probable that the nucleic acids in the chromosomes form a more 
or less compact mass, surrounding the protein spirals. The chromomeres 
are stained by the common nuclear stains, including the FEULGEN stain, 
while the connecting thread is FrvuLte@En-negative. However, the 
mechanically isolated chromatin threads from metabolic nuclei are free 
of nucleic acid. Most of the morphological observations on chromomeres 
have been made from chromosomes, therefore, in the discussion the 
chromatin threads do not occupy a central position. 


Summary. 

J, The thread-like bodies isolated from human leucocyte nuclei and 
carp erythrocyte nuclei have been studied by means of the electron 
microscope and with the aid of microchemical stainings: 

2. The thread-like bodies are composed of two parts of different 
density, that is, the proximal chromatin granule opaque in the electron 
beam, and the distal less opaque thread. 

3. The light microscope analysis makes it certain that only chromatin 
granules are stained with FEULGEN’s reagent and methyl green, while 
chromatin threads are composed of basic proteins. 

‘4, The chromatin thread is composed of a pair of small coiled chromo- 
nemata which are united into a double-stranded or pseudosingle-stranded 


spiral which frequently gives the image of a triple helix. 
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5. The chromonema consists of at least four chromofibrils of appro- 
ximately 5-10 my in diameter. 

6. The image, taken out of focus, of the orthospiral'of two small 
coiled wires looks like a Jampbrush chromosome. 
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Aus der Forstbotanischen Abteilung der Universitat Freiburg i. Br. 


DIE WIRKUNG DER RONTGENSTRAHLEN AUF DIE CHIASMA- 
FREQUENZ IN DER MEIOSIS VON VICIA FABA. 


Von 
Hans MarquarpDt. 
Mit 1 Textabbildung. 
(Hingegangen am 20. November 1950.) 


Einleitung. 

In einer neueren Arbeit (Marquarpt 1950) haben wir fiir eine 
Interpretation des Mechanismus der Entstehung von Chromosomen- 
briichen auch die Vorginge bei der Chiasmenbildung in der Meiosis 
herangezogen. Damit ist die Frage nach der Riickwirkung mutagener, 
d. h. Chromosomenbriiche auslésender Agenzien auf die Zahl der in der 
Prophase der Meiosis gebildeten Chiasmen wieder in den Vordergrund 
geriickt. Von OEHLKERS und seiner Schule (vgl. die Zusammenfassung 
- in OEHLKERS 1937) ist die Abhangigkeit der Chiasmazahl von Umwelt- 
bedingungen an einem reichen Material bearbeitet worden. Als dabei 
auch anorganische Salze und organische Substanzen eingezogen wurden, 
ergab sich, daB auBer einer Beeinflussung der Endbindungen bei Oeno- 
thera auch Chromosomenmutationen auftraten (OEHLKERS 1943). Bei 
der besonderen Bedeutung dieses erstmaligen Nachweises einer stark 
mutagenen Wirkung von Chemikalien, wie vor allem von Urethan, trat 
aber die Feststellung ihres Einflusses auf Chiasmazahl bzw. End- 
bindungen zuriick. So liegt heute publiziert nur der Hinweis auf die 
endbindungssenkende Wirkung von Kaliumchlorid und anderen anor- 
ganischen Salzen sowie auf die Endbindungszahl fordernde Wirkung des 
Athylurethans vor (OFHLKERS 1949); wir selbst verdéffentlichten bisher 
groBere Zahlen bei Versuchen mit der Invertseife Zephirol (MARQUARDT 
1951). 

Uber die Folgen einer Réntgenbestrahlung — als wichtigstem 
mutagenem Agens — fiir die Chiasmafrequenz sind im wesentlichen an 
Vicia faba Untersuchungen vorgenommen worden, die zudem einander 
widersprechen (MaTHER 1934, pz Souza DA CaMARA 1938). Wir haben 
daher erneut Vicia faba als Objekt gewahlt und die Wirkung einer 
Réntgenbestrahlung mit 300 r in Fixierungen 2, 4 und 6 Tage nach der 
Bestrahlung untersucht. Im Hinblick auf das noch unveréffentlichte 
Material von OEHLKERS und uns sei in der Diskussion dieser Arbeit 
noch auf eine Behandlung des Problems der Zusammenhiange zwischen 
Chiasmabildung und Entstehung von Chromosomen-Mutationen ver- 
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zichtet; wir begniigen uns vielmehr mit einer Auseinandersetzung nur 
iiber die unmittelbar mit unseren zahlenmaBigen Ergebnissen und den 
Besonderheiten unseres Objektes zusammenhingenden Fragen. 


Material und Methode. 

Verwendet wurde eine reine Linie von Vicia faba aus der Landwirtschafilichen 
Hochschule Hohenheim (Wiirttemberg). Die Pflanzen wurden in Tépfen unter 
Freilandbedingungen gezogen und einige Tage vor Aufbliihen der ersten Bliiten 
die obersten Infloreszenzen mit 300r (200 KV, 6 MA, 0,5 Cu) im Radiologischen 
Institut der Universitat Freiburg bestrahlt1. 

Die Aufarbeitung der Knospen mit den geeigneten Stadien erfolgte mit Hilfe 
der Frisch-Schmiermethode. Der Inhalt der vorsichtig den Knospen entnommenen 
Antheren wurde auf Objekttrager ausgeschmiert, das Zellmaterial sofort mit 
einem Tropfen Leitungswasser bedeckt, nach 10—20 sec mit Filtrierpapier abge- 
saugt und durch einen Tropfen Essigséurekarmin ersetzt. Vorsichtiges Erhitzen 
und starker Dbeckglasdruck ergibt dann Praparate, in denen die meisten Diakinesen 
und Ubergangsstadien zur Metaphase nicht die gefiirchtete Quellung der Bivalente 
zeigen, sondern die Zahl der Chiasmen einwandfrei zu bestimmen erlauben. Bei 
diesem Verfahren ist allerdings infolge des Verlusts reduzierender Zellen beim 
Schmieren die Zahl der auswertbaren Zellen verhaltnismaBig klein; die Werte 
der einzelnen Versuchsserien sind daher stets aus zahlreichen Antheren von min- 
destens 4—5 Knospen gewonnen. 

Die Zahlung der interstitiellen Chiasmen macht bei Vicia faba keine Schwierig- 
keiten; Zweifel entstehen jedoch an den Chromosomenenden, ob sie in einzelnen 
Bivalenten nur raumlich einander genahert sind, oder ob ein echtes terminales 
Chiasma vorliegt. In Ubereinstimmung mit Strave (1937) sind zweifelhafte Falle 
nicht als terminale Chiasmen gezaéhlt worden. 

Die Experimente wurden im Jahre 1942 durchgefiihrt. Im Verlaufe des Krieges 
sind die Protokolle verloren gegangen und erst jetzt wieder aufgefunden worden. 


Experimenteller Teil. 

Die Chiasmazahl] der Diakinesen der von uns verwendeten Linie 
von Vicia faba schwankt unter Freilandbedingungen zwischen 15 und 
21 Chiasmen mit deutlichem Vorherrschen von 17—19 Chiasmen und 
einem Mittelwert von 18,17 (vgl. Tabelle 1 und Abb. 1). 

In den Fixierungen 2 Tage nach der Réntgenbestrahlung mit 300r 
betraigt der Mittelwert der Chiasmafrequenz je Zelle 17,65. Der leichte 
Riickgang 1a4Bt sich bei unserem Zahlenmaterial jedoch statistisch nicht 
sichern. 

Erst die 4-Tage-Fixierung mit 17,05 Chiasmen je Zeile weist einen 
Riickgang auf, der mit einem P = 0,01—0,001 statistisch bedeutungs- 
voll ist. Im Abstand von 6 Tagen ist der Durchschnittswert auf 
15,64 Chiasmen zuriickgegangen, so daB die statistische Priifung mit 
einem P < 0,001 eine noch deutlichere Verschiedenheit gegeniiber der 
Kontrolle ergibt, als es in den 4-Tage-Fixierungen der Fall war. 


1Herrn Prof. LancenporrrF sind wir fiir sein freundliches Entgegenkommen 
zu herzlichem Dank verpflichtet. 
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Tabelle 1. Die Gesamtzahl der Chiasmen und der M- bzw. m-Chromosomen nach 





Chiasmen je Zelle 
Fixierung Zellen Mittelwert 









































13 | 14 ; 15 | 16 17 | 18 19 | 20 | 21 
Freilandkontrolle 65 —|—]| 1] 6) 14/16/18] 8] 2] 18,17 
Réntgen, 
2 Tage spater. .| 40 —|—|—] 4/1/13] 7] lI- 17,65 
4Tage spater. .| 60 —| 2] 6/14] 17/12] 97 1 17,05 
6 Tage spiter. .| 70 3| 3|21)]35| 6] 1] 1] —|]—]| 15,64 


Es ist ein Vorteil des hier verwendeten Materials, da6B unter den 
6 Bivalenten das sogenannte M-Bivalent gegeniiber den 5 m-Bivalenten 
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Abb. 1. Vicia faba, spite Diakinese der Meiosis, Freilandkultur. -M-Bivalent = 6, 
m-Chromosomen = 11 Chiasmata. Vergr. etwa 2000fach. 


durch seine GréBe unterschieden und infolgedessen der Anteil beider 
Chromosomengruppen an Veranderungen der Chiasmafrequenz fest- 
gestellt werden kann. Eine einheitliche Reaktion des M-Bivalents und 
m-Chromosomen ist in unseren Versuchen nur am 6. Tag nach der 
Bestrahlung eingetreten, indem in beiden Gruppen ein Chiasmaausfall 
eintrat. Ein anderes Verhalten liegt jedoch bei den 2- und 4-Tage- 
Fixierungen vor: Obwohl nach 2 Tagen der Riickgang der Gesamt- 
chiasmazahl je Zelle nur gering ist und das M-Bivalent infolgedessen 
keine Reaktion in dieser Richtung zeigt, ist bei den m-Bivalenten die 
Verteilung der Chiasmen auf die verschiedenen Hiaufigkeitsklassen im 
Vergleich zu den Kontrollen so verschieden, da8 sich fiir diese Chromo- 
somengruppe mit einem P = 0,01—0,001 bereits eine statistisch bedeut- 
same Senkung des Chiasmawertes anzeigt. 
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Réntgenbestrahlung von Vicia faba (Linie ,,Hohenheim“) mit 300 r. 























M-Chromosomen m-Chromosomen Mittelwert 
Mittelwert m-Chromo- 
3 4 5 6 7 9 10 | 11 | 12 | 13 14] 15 somen 
— 3! 26] 33] 3 5,55 —f— 9 | 25 | 16] 12 3 2,52 
—}—|]16] 20] 4 5,70 — | — | 12]; 18 | 10] — |} — 2,39 
— |— | 31 | 25] 4 5,55 2 8} 18} 22} 10; —| — 2,30 
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Genau dasselbe gilt fiir die 4-Tage-Fixierung, bei welcher wieder 
das M-Bivalent den Kontrollwert der Chiasmen beibehalt, waihrend der 
ganze Riickgang von den m-Bivalenten allein bestritten wird. — Es ergibt 
sich somit, daB die Chiasmen des M-Bivalents langsamer als diejenigen 
der m-Chromosomen auf Einwirkungen ansprechen, welche den Ge- 
samtwert der Chiasmen je Zelle herabsetzen. 

Die von uns zu den verschiedenen Zeiten ausgezahiten Zellen reichen 
nicht aus, um einen genauen Prozentsatz der ausgelésten Chromo- 
somenmutationen angeben zu kénnen. Es zeigt sich aber in unserem 
Material dennoch deutlich, daB zwar vollstindige, chromosomale Frag- 
mentationen bereits am 2. Tag nach der Bestrahlung vorhanden sind, 
Rekombinationen (Translokationen und Rekombinationen innerhalb 
eines Chromosoms) erst am 4. Tag vereinzelt auftreten, um dann am 
5. und vor allem am 6. Tag in etwa 10—20% der Zellen nachgewiesen 
werden zu kénnen. Es geht somit bei Vicia faba die Herabsetzung der 
Chiasmafrequenz parallel mit der zunehmenden Haufigkeit von Chromo- 
somenmutationen. 

Diskussion. 

Die auffallig sparlichen bisherigen Ergebnisse tiber die Wirkung 
einer Réntgenbestrahlung auf die Chiasmafrequenz sind widerspruchs- 
voll. MaTHER (1934) beschrieb fiir Vicia faba eine friihestens 4 Tage 
nach der Bestrahlung einsetzende Zunahme der Chiasmazahl, wahrend 
am selben Objekt pa Camara (1938) den gegenteiligen Befund erhob, 
ohne ihn allerdings mit genauen Zahlen zu belegen. Unsere Ergeb- 
nisse, die auf einer, eine einwandfreie Chiasmazéhlung erlaubenden 
Technik beruhen, bestiatigen somit CamarRas Ergebnisse und stimmen 
mit MATHER nur darin iiberein, daB erst im Abstand von 4 Tagen 
eine statistisch bedeutsame Anderung der Chiasmafrequenz je Zelle 
eintritt. 

Bei Oenothera Hookeri, die nicht interstitielle sondern terminali- 
sierende Chiasmen besitzt, so daB in der Diakinese die Bivalente nur 
noch durch Endbindungen zusammengehalten werden, haben wir dagegen 
gefunden, da®B bis 9 Tage nach der Bestrahlung trotz Auszahlung sehr 
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zahlreicher Zellen keine Veranderung in der Zahl der Endbindungen 
eintritt (MaRQuARDT 1951). Sofern hier keine Objektverschiedenheiten 
eine Rollen spielen, kénnte dieses Ergebnis mit Vicia faba durch die 
naheliegende Annahme in Einklang gebracht werden, daB hier die End- 
bindungen durch Terminalisation mehrerer Chiasmen zustande kommen 
und daher ein Ausfall von 1—2 Chiasmen je Chromosomenschenkel die 
Realisation einer Endbindung noch nicht gefahrdet. 

Der Ablauf der Meiosis von Vicia faba nimmt unter Freiland- 
bedingungen im Juli nicht mehr als 3—4 Tage in Anspruch. Daraus 
folgt, daB die Chiasmafrequenzinderungen am 4. und 6. Tag durch 
die Bestrahlung des ruhenden Kerns oder im Ubergang in die friithe 
Prophase bewirkt wurden, wahrend eine Bestrahlung der Prophase- 
stadien der Meiosis selbst die Chiasmafrequenz weniger beeinfluBt. 
Der zunehmende Riickgang vom 4. zum 6.Tag beweist dariiber 
hinaus noch die Wirkungssteigerung einer Bestrahlung bei steigendem 
Abstand von der Einleitung einer Meiosis. Der Vorgang der Chiasma- 
bildung verhalt sich somit genau so wie derjenige der Chromosomen- 
mutationen, bei welchem gleichfalls eine praimeiotische Bestrahlung 
wirkungsvoller ist. 

Fiir den Ausfall von Chiasmen kann entweder eine Interferenz mit 
den Chromosomenmutationen angenommen werden oder eine Stérung 
des Vorgangs der Chiasmabildung selbst. Gegen die erste Méglichkeit 
spricht vor allem fiir den 4. Tag nach der Bestrahlung die geringe Zahl 
der Zellen mit Chromosomenmutationen, die. dazu noch in den meisten 
Fallen normale Chiasmahaufigkeit besitzen. Fiir den 6. Tag kann zwar 
das Auftreten von Zellen mit extrem niederer Chiasmazahl in einigen 
Fallen mit dem Auftreten eingreifender Chromosomenmutationen in 
Zusammenhang gebracht werden, doch reicht die Zahl der Zellen mit 
einer Koinzidenz von Chromosomenmutationen und niederer Chiasma- 
frequenz auf keinen Fall aus, um den beobachteten nachhaltigen Aus- 
fall von Chiasmen zu interpretieren. 

Es muB daher von der Réntgenbestrahlung der Vorgang der Chiasma- 
bildung selbst betroffen worden sein. Zwei Teilvorginge sind zum 
Zustandekommen von Chiasmen notwendig: Die Paarung homologer 
Chromosomen iiber einen gewissen Zeitraum und die eigentliche Bildung 
der Chromatidiiberkreuzungen wihrend des gepaarten Zustandes. Beide 
Vorgiinge spielen sich aber nach den heutigen Auffassungen. waihrend 
der Prophase der Meiosis und nicht friiher ab. Eine Stérung des einen 
oder beider Vorgiinge kann die Chiasmafrequenz herabsetzen, indem 
entweder die Chromatidiiberkreuzung nicht zustande kommt oder die 
Paarung soweit gestért ist, daB die Voraussetzung fiir eine Chiasma- 
bildung, die raumliche Naherung der Austauschpartner iiber einen 
gewissen Zeitraum nicht mehr gegeben ist. Welcher Art nun die 
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gesetzte Storung durch die Réntgenbestrahlung ist, kénnen wir nicht 
entscheiden, da wir den Paarungszustand im Pachytan nicht untersucht 
haben. Dies erscheint uns im Augenblick aber auch nicht so wichtig 
wie die Tatsache, daB die wirksame Réntgenbestrahlung wahrscheinlich 
vor dem Zeitpunkt beider Teilvorginge der Chiasmabildung verabreicht 
werden mu8. Wir haben somit in diesem Verhalten der Chiasmafrequenz 
einen sicheren Hinweis darauf, daB Anderungen im Chromosomenver- 
halten nicht nur durch direkte Absorption der eingestrahlten Energie 
an ihnen auftreten kénnen. Zur Zeit der Bestrahlung sind ja alle 
Teilvorginge, die zu einer Chiasmabildung fiihren, noch nicht in Gang 
gekommen. Die Rontgenbestrahlung scheint vielmehr hier sekundire 
Verainderungen — vielleicht im Zellstoffwechsel — herbeizufiihren, die 
bis zu ihrer vollen Ausbildung einen Zeitraum von 2—3 Tagen benétigen 
und dann die Prozesse einer Chiasmabildung beeinflussen. Welcher Art 
diese vermuteten Sekundarvorginge sind, infolge derer die Chiasma- 
frequenz zuriickgeht, 1a8t sich auf Grund einfacher Auszihlungen der 
Chiasmen noch nicht angeben. 

Auffallig in unseren Untersuchungen an Vicia faba ist die Ver- 
schiedenartigkeit der Reaktion von m-Chromosomen und dem groBen 
M-Bivalent auf Réntgenbestrahlung als Chiasmaausfall bewirkendes 
Agens. Wiahrend hier das M-Bivalent nur zégernd mit einer Senkung 
seiner Chiasmafrequenz antwortet, beobachtete StrRavuB (1937) bei den 
von ihm verwendeten Linien von Vicia faba das entgegengesetzte Ver- 
halten, indem nach Temperatureinwirkung die Chiasmafrequenz in dem 
M-Bivalent rascher als in den m-Chromosomen zuriickging. 

Eine ahnliche Verschiedenartigkeit der Reaktion beider Chromoso- 
mengruppen ist aber neuerdings an somatischen Mitosen nach Ein- 
wirkung von Stickstofflost beschrieben worden: Wahrend durch 
y-Strahlen die Haufigkeit der Chromosomenbriiche (Fragmentationen 
und Rekombinationen) entsprechend der Lange iiber M- und m-Chromo- 
somen verteilt ist, wirkt Stickstofflost auf die m-Chromosomen starker 
bruchauslésend als auf das M-Bivalent (Forp 1949, LovELEss und 
REVELL 1949). Die m-Chromosomen reagieren somit sowohl bereit- 
williger auf Chiasma-herabsetzende Réntgenbestrahlung wie auf das 
bruchauslésende Stickstofflost. Im Hinblick auf diese, von drei ver- 
schiedenen Agenzien hervorgerufene Verschiedenartigkeit der Reaktion 
beider Chromosomengruppen sollte bei einer Diskussion derartiger 
Befunde gerade an Vicia faba besonders sorgfaltig gepriift werden, ob 
es sich dabei um eine Eigenart dieses Objektes handelt, die bei anderem 
Material sich nicht wiederholt. Erst wenn auch fiir andere Objekte 
mit verschieden groBen Chromosomen derartige Verschiedenheiten fest- 
gestellt sind, kann nach unserer Meinung ein derartiger Befund zu 
weiterreichenden Schlu&folgerungen herangezogen werden. 
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__A. Einleitung. 

Es wurde immer wieder von neuem versucht, die spontane Mutations- 
rate durch Chemikalien zu erhdhen. Die Versuche verliefen meist 
ergebnislos oder waren nur von sehr geringem Erfolg begleitet (DORING 
1937, SruBBE und Dérine 1938). Wie OxHLKERs (1943 und 1946) nun 
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zeigen konnte, ist die Mutationsauslésung nur eine Frage der Appli- 
kationsweise. Die in diesen Versuchen nach Athylurethaneinwirkung 
erhaltene Mutationsrate ist mit der aus Réntgenversuchen vergleichbar. 
Ahnliche Erfolge hatte AUERBACH (1946, 1947) an Drosophila nach 
Senfgasbehandlung. In den folgenden Jahren wurden weiter eine ganze 
Reihe mutagener Substanzen gefunden (vgl. die Sammelreferate von 
AUERBACH 1949 und von OEHLKERS 1949). 

Die bisherigen Ergebnisse der mutagenen Wirkung von Athyl- 
urethan wurden besonders aus Untersuchungen der Meiosis von Oeno- 
thera gewonnen (OEHLKERS 1943, 1946, OEHLKERS und LINNERT 1949). 
An Campanula, Lilium (Orntxers 1943), Paeconia (OEHLKERS und 
Marquarpt 1950) und an Drosophila (Voat 1948) wurde seine mutagene 
Wirkung bestitigt. 

In dieser Arbeit sollte nun die Wirkung von Athylurethan an der 
Mitose gepriift werden. Diese wurden schon 6fters besonders von medi- 
zinischer Seite untersucht: WarBuRG (1910), v. MOLLENDORBF (1937), 
Bucuer (1947), Bastrup-MapsEn (1949). Weitere Arbeiten sind in der 
zusammmenfassenden Darstellung iiber Urethanwirkung von HEILMEYER, 
MERK und Prirwirz (1948) zu finden. In diesen Arbeiten wurden zyto- 
logisch recht ungiinstige Objekte mit vielen Chromosomen und kleinen 
Kernen gewahlt und meist nur die Stadienhaufigkeit und -verschiebung 
beschrieben. Um nun auch iiber Chromosomenaberrationen etwas aus- 
sagen zu kénnen und um solche auch statistisch zu erfassen, waihlten 
wir mit Vicia faba ein verhialtnismaBig giinstiges Objekt mit sehr 
groBen und auch wenig (n = 6) Chromosomen. 

Da sich in den Untersuchungen von OEHLKERS zeigte, daB die 
Mutationsrate von Athylurethan durch Kombination mit KCl noch 
betrachtlich erhéht wird, wurde auch dies an der Mitose gepriift. Weiter 
tauchte die Frage auf, ob nur durch KCI oder auch durch andere Salze 
dieser Effekt erzielt wird. Zur Beantwortung dieser Frage wurde der 
Einflu8 von Athylurethan mit einigen Neutralsalzen kombiniert unter- 
sucht. Um die hier auftretenden Aberrationen mit solchen, die nach 
Bestrahlung gefunden werden, zu vergleichen, wurden zusatzlich noch 
R6ntgenversuche durchgefiihrt. 

Wahrend diesen Untersuchungen erschien eine Arbeit von Honi 
(1949), der die Wirkung von Athylurethan, und zwar beim gleichen 
Objekt wie. wir untersuchte. Sein Befund, da8 an den Chromosomen 
keine Verinderungen nach Einflu8 von Athylurethan gefunden werden, 
kann nicht bestatigt werden. 


B. Material und Methode. 


Als Objekt diente fiir alle Versuche Vicia faba (Dr. Francxs Hohenloher 
Ackerbohne; Stamm 4/10/5; 2n = 12). Die Bohnen wurden in Petrischalen 
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angekeimt und, wie bei Braver (1949) und Finx (1950) beschrieben, in Sagemehl, 
das mit Knopscher Nahrsalzlésung durchtrinkt war, herangezogen. Nach 7 Tagen 
war die Hauptwurzel auf etwa 6—10 cm angewachsen. Die Bohnen wurden nun 
in 200 cm* Erlenmeyerkolben mit Nahrlésung umgesetzt. Nach Braver (1949) 
haben die Bohnen den Schock des Medienwechsels nach 24 Std iiberwunden und 
danach kann mit dem Versuch begonnen werden. Die Temperatur in den Glas- 
thermostaten, die an einem Nordfenster standen, wurde bei 18° konstant gehalten. 
Samtliche Neutralsalze waren p. a. von der Firma Merck-Darmstadt, Athylurethan 
von Prof. Dr. WINTERFELD-Bonn. Fiir die Versuche wurden nur Hauptwurzeln 
verwandt. Als Kontrollésung diente Knopsche, Nahrlésung: Ca(NO,), 1 g; KNO,, 
KH,PO,, MgSO, je 0,25 g; KC1,0,12 g; FeSO, Spur/1000.g aqua dest. Spuren- 
elemente wurden nicht zugesetzt. 

Als erstes wurde die Dauereinwirkung von m/2, m/20 und 0 Athylurethan in 
Kombination mit m/20, m/200 und 0 KCl und Nahrlésung untersucht. 0 Athyl- 
urethan + Nahrlésung diente als Kontrollésung. Bei den Kurzzeitversuchen 
wirkten m/2 und m/20 Athylurethan in Kombination mit m/20, m/200 und 0 KCl 
15 min lang ein. Darauf wurden die Bohnen wieder in Nahrlésung zuriickversetzt. 
Fixierungszeiten sind 1, 2, 4, 6, 9, 12, 18 und 24 Std von der Riickversetzung in 
Nahrldsung an gerechnet. Bei der Neutralsalzeinwirkung wurden LiCl, KCl, CsCl, 
CaCl,, AIC], und KSCN, K,SO, jeweils m/200 verwandt und mit m/20 Athyl- 
urethan kombiniert. Kontrolle: H,O bzw. H,O + Urethan. Nach 2stiindiger 
Dauereinwirkung wurden die Wurzelspitzen fixiert. 

Zur Bestrahlung wurden die Bohnen in eine Glasschale mit destilliertem Wasser 
gelegt. AnschlieBend kamen sie wieder in Erlenmeyerkolben mit Nahrlésung in 
den Glasthermostaten. Fiir die Bestrahlung diente eine Radiologieréhre Protecta 
6kW, 55kV, 4mA, 0,5-Al-Filter, Abstand Fokus-Bestrahlungspunkt 25 cm, 
28, 5r/Minute, HWS 1,5 Al. Bestrahlungsdosis 150r. Die Fixierungszeiten sind 
die gleichen wie bei der kurzzeitigen Urethan-KCl-Einwirkung. | 

Die Wurzelspitzen wurden in Carnoy (3 Teile Alkohol und 1 Teil Eisessig) 
und Essigséurekarmin im Verhialtnis 2,5:1 fixiert und gleichzeitig gefarbt. Zur 
Untersuchung wurden sie auf dem Objekttriger in 50%iger Essigsaure gekocht 
und sofort gequetscht. Fiir jede Fixierungszeit wurden 10 Praparate angesehen. 
Um die Teilungsintensitat zu ermitteln, wurden 10x 200 Zellen, fiir die Stadien- 
haufigkeit 10100 sich in Teilung befindende Kerne ausgezahlt. 

Die statistische Auswertung geschah mit Hilfe des Homogenitatstestes (z*- 
Tabelle nach FisHEer). Die Teilungsintensitat wurde unter Verwendung der Ta- 
bellen von Post (1946) mit Hilfe der Varianzanalyse durchgefiihrt. (Anwendung 
fiir zytologische Ergebnisse siehe HartE 1950.) 

Optik: Seibert binokulares Stativ, 1/,,Olimmersion 100x, Okulare 15x 
Mikrophotographische Einrichtung von ZeiB. 





€. Versuchsergebnisse. 
1. Teilungsintensitét und Stadienverteilung. 
Es wiirde zu weit fiihren, das gesamte Zahlenmaterial hier anzugeben ; 
deshalb sollen jeweils nur die Varianzanalyse und 2 bzw. 3 Einzel- 
versuche genauer besprochen werden. 


a) Dauereinwirkung. 
Die Versuche wurden hier so ausgefiihrt, daB in der Varianzanalyse 
die einwirkenden Chemikalien, Urethan und KCl, getrennt analysiert 


Chromosoma, 3d. 4. 16a 











242 Joser Drevuret: 


Tabelle 1. Endanalyse. Stadienhdufigkeit bei Dauereinwirkung. 





























; Quadrat | Frei- o F F Grenzwert 
Variationsursache = ecg sf Mastenk ber. age isi 
BG rere. RIS 1524 5 | 304,80 | 57,72 | 2,42 | 3,44 
Zeit x Wiederholung. ... . 238 45 5,28 
Mime aS. ecpireiss ie 756 2 |.378,00 | 42,80 | 3,55 | 6,01 
Urethan x Wiederholung . . . 159 18 8,83 
MU 55 sk 5 ol a het oe SFEP IO 741 3 | 247,00 | 43,95 | 2,96 | 4,60 
KCl x Wiederholung. ...- . 152 27 5,62 
Urethan x Zeit ....... 1172 10 | 117,20 | 16;34 | 1,92 | 2,51 
Urethan x Zeit x Wiederholung 646 90 7,17 
KCl XU retnen 55) ES 1407 6 | 234,50 | 29,53 | 2,30 | 3,22 
KCl x Urethan x Wiederholung 429 54 7,94 
MOL Xe re Ee 875 15 58,33 | 0,85] 1,75 | 2,19 
‘KCl x Zeit x Wiederholung . . 9192 135 68,08 
KCl x Urethan x Zeit... 2717 30 90,56 | 16,22 | 1,52 |} 1,79 
KCl x Zeit x Urethan x Wieder- 
Hokuvig ots a. tena g 1508 270 5,58 


werden konnten. Ist in der Endanalyse (Tabelle 1) der Wert Fyerechnet/ 
F Grenzwert 1 oder gréBer als 1, so kann es als gesichert angesehen 
werden, daS der gepriifte Einflu8 eine Wirkung ausgeiibt hat. Bei 


Betrachtung der Tabelle zeigt sich, daB sowohl Urethan als auch KCl 
die Zellen beeinflussen und daB Urethan im Gegensatz zu KCl seine 
Wirkung mit Zunahme der Einwirkungsdauer verstiarkt. Das Eindringen 
von KCl in die Zellen wird nach einiger Zeit entweder unterbunden oder 
KCl iibt im Gegensatz zu Urethan einen bedeutend geringeren Einflu8 
aus und seine Wirkung wird durch die von Urethan vollig unterdriickt. 
Die Differenzen zwischen den Urethan- und KCl-Konzentrationen sind 
gut gesichert, auch die, die in den verschiedenen Kombinationen auftreten. 


Zwei Einzelversuche sollen nun noch genauer beschrieben werden. Die Abb. 1 
zeigt die graphische Darstellung der gefundenen Werte nach m/2 Urethan + 
m/20 KCl-Einwirkung. In den ersten 20 min erfolgt ein nicht gesicherter Anstieg 
der Teilungshaufigkeit. Die weiteren Werte — Absinken bis 60 min, nochmaliges 
kurzes Ansteigen, dann endgiiltig sehr steiler Abfall — sind alle gesichert  ver- 
schieden. In der Stadienverteilung sind bis 120 min sehr ‘starke Verschiebungen 
der einzelnen Stadien festzustellen, vor allem bei der Prophase, deren Kurve 
beinahe der Teilungsintensitaétskurve parallel lauft, also sehr stark abfallt, und bei 
der Telophase, deren Kurve: gerade umgekehrt verlauft und steil ansteigt. Die 
Meta- und Anaphasen nehmen ganz -geringzu.; Die Differenzen in der. Stadien- 
verteilung sind alle mit Phom <0,01 gesichert, ,..— 

Bei der Einwirkung der Kombination von m/20 Urethan + Nahrldsung sind 
simtliche Differenzen in der Mitosenhaufigkéeit von 20 min an gesichert. In den 
ersten 40 min sinkt die Kurve, um dann sehr steil bis zu 100 min anzusteigen. Von 
diesem Zeitpunkt an nimmt die Mitosenhaufigkeit wieder ab (Abb. 2). Auch bei 
diesem Versuch lauft die Prophasenkurve der Teilungsintensitaétskurve ziemlich 
parallel (Abb. 3). Die Schwankungen in den iibrigen Teilungsstadien sind gering, 
aber doch mit Phom < 0,01 gesichert. 
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In den einzelnen KCl-Konzentrationen ohne Urethan steigt die Teilungs- 
intensitat bis 100 min etwas an und sinkt dann wieder langsam. In der Stadien- 
verteilung erfolgt eine Zunahme der Prophase und geringe Abnahme der iibrigen 
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Abb. 1. m/2 Urethan + m/20 KCl Dauereinwirkung. Mitosenhaufigkeit und Stadienverteilung. 
Abb, 2. m/20 Urethan + N&éhrlésung Dauereinwirkung. Mitosenhaufigkcit. 


m/20 und m/200 KCl sind die Verschiebungen mit Phom < 0,01 gesichert, bei H,O und 
Nahrlésung liegen die Differenzen innerhalb der Fehlergrenze (Phom > 0,90 bzw. 0,99). 

Um die Unterschiede in der Teilungsintensitat zwischen den beiden Urethan- 
konzentrationen klarer herauszustellen, wurden, wie es ja auch bei der Varianz- 
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Abb. 4. m/2 und m/20 Urethan Dauereinwirkung. Mitosenhaufigkeit. Die KCl-Konzen- 
trationen innerhalb einer Urethangruppe zusammengefaBt. 


zusammengefaBt und die Werte in einer Kurve dargestellt (Abb. 4). Zum Vergleich 
sind noch die Werte der Kontrolle in der Tabelle enthalten. Bis 40 min verlauft 
in beiden Gruppen die Kurve gleich. Darauf erfolgt bei der schwacheren Urethan- 
konzentration bis 80 min ein viel starkerer Anstieg der Teilungsintensitat. Das 
Absinken von da ab verlauft in beiden Gruppen wieder gleich rasch. Uber- 
raschenderweise zeigt die Kurve der Kontrolle (Nahrlésung) einen ahnlichen 
Verlauf, nur nicht mit so extremen Schwankungen, so daB ein Teil der Differenzen 
auch auf Kosten des Umsetzens zuriickzufiihren ist. Hier erfolgt von etwa 2 Std 
ab der Ausgleich in der Stadienverteilung und Haufigkeit. 


b) Kurzzeiteinwirkung und Bestrahlung. 
Die 6 verschiedenen Urethan-KCl-Kombinationen, der Réntgenver- 
such und die Kontrolle wurden hier in der Varianzanalyse zusammengefaBt 
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Tabelle 2. Endanalyse. Stadienhiufigkeit bei Kurzzeiteinwirkung. 
































Quadrat Freiheits-| 2 F Grenzwert 

Variationsursache der Abvei- cieds Vacianz | ‘ber. sr thu 

Re ee a acess a as 16508 7 | 2358,28 | 203,82 | 2,17 | 2,95 
Zeit x Wiederholung .. . 729 63 11,57 

Einwirkung ....... 5576 7 796,57] 94,04 | 2,17 | 2,95 
Einwirkung x Wiederholung 534 63 8,47 

Einwirkung x Zeit . 7388 49 150,77} 17,05 | 1,42 | 1,62 

Einwirkung x Zeit x Wieder- 

ME Ss ee 3902 441 8,84 


behandelt (,,Einwirkung“). Wie die Endanalyse (Tabelle 2) zeigt, ist 
der Wert Frerechnet// Grenzwert in allen Rubriken gréBer als als 1, d.h. 
die verschiedenen Agenzien 
iibten eine Wirkung auf die 
Zellen aus und verstarkten 
sich noch im Laufe der Zeit. 
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Abb. 5. m/2 Urethan und m/20 Urethan + m/200 KCl 


Kurzzeiteinwirkung. Mitosenhaufigkeit. 


Zur weiteren Analyse wur- 
den die Differenzentabellen 
herangezogen. Die Unter- 
schiede zwischen Urethan- 
wirkung und Bestrahlung 
—wSid sind gut gesichert. Auch 
zwischen den beiden Ure- 
thankonzentrationen 


be- 


stehen gesicherte Differenzen. Bei Kombinationen mit m/2 Urethan 
wird die Wirkung von KCl entweder vollig unterdriickt oder durch die 
starke Urethankonzentration iiberdeckt und es treten keine Unter- 
schiede auf; hingegen in Kombination mit m/20 Urethan kann KCl 
seinen EinfluB geltend machen und es bestehen hier gesicherte Diffe- 


renzen zwischen den 3 Versuchen. 


In Abb. 5 ist der Kurvenverlauf fiir die Teilungsintensitét von 2 Urethan- 
versuchen eingetragen. Anfangs nimmt die Teilungsrate sehr stark zu und fallt 
dann bis 18 Std ab, mit einem nochmaligen kurzen Ansteigen dazwischen bei 
9 bzw. bei 12 Std. Die Zunahme von 18—24 Std ist nicht gesichert. Hier erfolgt 
auch in einzelnen Versuchen eine weitere Abnahme. In der Stadienverteilung gibt 
es die tiblichen Verschiebungen wie bei jeder Einwirkung (Temperatur, Strahlen, 
Chemikalien), Zunahme der Prophasen in der 1 Std, dann Abnahme. Schwan- 
kungen in der Metaphase sind gering, ebenfalls in der Anaphase. Die Zahl der 
Telophasen nimmt besonders in den spateren Fixierungszeiten zu. Von 9 Std ab 
failt in einigen Versuchsreihen die stets relativ hohe Zahl der Metaphasen auf. Der 
Prozentsatz der Metaphasen schwankt zwischen 20 und 38% gegeniiber 17 bis 22% 


in der Kontrolle. 


Auffallend ist die starke Variabilitat der einzelnen Wurzelspitzen nach Urethan- 
einwirkung. Die Zahl der‘in Mitose sich befindenden Zellen schwankt z. B. bei 


m/2 Urethaneinwirkung von 0,5—8,5% bei einer Fixierungszeit. 
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Tabelle 3. Stadienverteilung nach Bestrahlung. (Prozentwerte.) 





























Zeit in Stunden Mittelwert der 
1 2 4 6 9 12 18 24 Rontzole 
P 61,4 | 62,6 | 41,7 | 42,3 | 43,3 | 66,8 | 63.9 | 65,3 64,0 
M 16,9 | 14,9 | 34,0 | 27,1 | 32,1 | 18,0 | 23,7 19,8 18,3 
A 8,2 6,3 8,4 8,3 8,4 5,8 4,1 5,5 7,6 
T 13,9 | 16,2 | 15,9 | 22,9 | 15,8 9,4 8,3 9,4 10,1 











Nach Bestrahlung treten in der 1. Std vermehrt Zellen in Teilung (Abb. 6), 
danach sinkt die Teilungsintensitat bis 12 Std steil ab. In einigen Praparaten 
treten zu diesem Zeitpunkt iiberhaupt keine Teilungen auf und in den iibrigen nur 
sehr wenig, in keinem Fall iiber 3%. Nun beginnen die Zellen erneut sich wieder 
zu teilen und die Kurve 4, 
steigt bis 24 Std von 0,9% *Al- 
bei 12 Std auf6,2% an(vgl. ™ 
MaRQuaRDT 1938 und die 7 
dort zitierte Literatur). In § 
Tabelle 3 sind die Prozent- & 
werte der einzelnen Stadien = 
nach Bestrahlung enthalten. 
Bei 12 Std konnten infolge 





| STR AN RS Dip Be ST ye 








der zu niederen Teilungs- 2 

rate statt 1000 Stadien nur Far aR si q # 
361 gefunden werden. Die 072 ¢ 6 9 12 8 2% Std 
Kernmembran lést sich ver- Abb. 6. 150 r. Mitosenhaufigkeit. 


zogert auf, und deshalb 

treten einige Stunden nach Bestrahlung viele iiberalterte Prophasen auf und 
erhéhen natiirlich den Prozentsatz dieses Stadiums. Nach 24 Std haben die 
einzelnen Stadien wieder etwa den Ausgangswert erreicht, obwohl die Teilungs- 
intensitaét noch 2,3% niedriger ist als anfangs. Die Verschiebungen der Haufig- 
keit der einzelnen Stadien sind mit Phom < 0,01 gesichert. 


2. Beschreibung der Einwirkung auf die einzelnen Mitosestadien. 
a) Dauereinwirkung. 

Zwischen den einzelnen KCl-Konzentrationen, atich in den Kom- 
binationen mit Urethan, wurden charakteristische Unterschiede nicht 
festgestellt, wohl aber zwischen den Urethankonzentrationen. 

m/2 Urethan. Schon nach 20 min macht sich eine Vergréberung der 
Struktur und eine Uberfarbung der Kerne bemerkbar. Auch das Plasma 
wird wie in allen Urethanversuchen schwach mitgefarbt. Die Hyper- 
chromasie nimmt stetig zu, besonders in Verbindung mit m/200 KCl. 
Dazwischen kommen aber auch hypochromatische Kerne vor. In diesen 
konzentriert sich die firbbare Substanz in kleinen Trépfchen, die sich 
weiter zusammenballen kénnen, bis in der Zelle nur noch ein dunkler 
Klumpen aus chromatischem Material festzustellen ist. Dieses Bild 
wurde von mehreren Beobachtern als Karyolyse beschrieben. Diese 
mvB sich sehr schnell abspielen, denn Ubergangsstadien sind ganz selten 
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zu finden. Die Nukleolen sind sehr stark vergréBert und fiillen oft 
beinahe den ganzen Kernraum aus. Durch die entquellende Wirkung 
dieser Urethankonzentration sind die Zellen und auch die Kerne 
bedeutend verkleinert. Ist m/2 Urethan mit KCl kombiniert, dann ist 
der Verklebungsgrad der Chromosomen schon nach 20 min so stark, daB 
die Praparate nicht mehr quantitativ auf Chromosomenaberrationen 
auswertbar sind. In Kombination auf Nahrlésung haben die sich in 
Teilung befindenden Zellen bis 40 min ein einigermaBen normales Aus- 
sehen. Bei langerer Einwirkung erscheinen die Zellen aber noch mehr 





Abb. 7. Metaphase. Volliger Zusammenbruch Abb. 8. Anaphase. Vélliger Zusammenbruch 

der Chromosomen. nach 80 min Dauerein- der Chromosomen nach 80 min Dauerein- 

wirkung von m/2 Urethan + m/200 KCL. wirkung von m/2 Urethan + m/200 KCl. 
Vergr. etwa 2000x. Vergr. etwa 2000x. 


geschaidigt als bei den KCl-Kombinationen. Bei Urethan allein treten 
stirkere Verklebungen und Pyknosen erst nach 80 min auf. Uberalterte 
Prophasen wurden nicht gefunden. Die Kernmembran verschwindet 
sehr friihzeitig. Der Nukleolus lost sich hingegen verzégert auf. Die 
Chromosomen sind bei diesen Versuchen noch starker verkiirzt als nach 
Bestrahlung. Trotz des starken Verklebungsgrades werden alle Mitosen 
zu Ende gefihrt. In vielen Fallen ist kein Unterschied zwischen spater 
Anaphase und Telophase festzustellen. Von etwa 1 Std ab sind viele 
psevdoamitotische Kerne zu finden. Karyomeren oder Kleinruhekerne 
treten sehr selten auf, denn die Fragmente werden meist nach Verklebung 
an den Pol mitgezogen. Spindelstérungen traten nicht auf, hingegen 
wurde in einigen Telophasen die Zellwand nicht oder nur unvollstaindig 
gebildet. Auffallend fiir die Urethanversuche ist weiter, daB geschadigte 
Zellen bzw. Kerne an einzelnen Stellen gehauft auftreten. Diese sog. 
Nester umfassen bei dieser Urethankonzentration oft bis 70 Zellen. Bei 
niederen Urethankonzentrationen und auch bei Kurzzeiteinwirkung 
kommt dieser Erscheinungskomplex auch vor, die Nester umfassen aber 
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eine viel geringere Anzahl von Zellen. Die einzelnen Chromosomen in 
den Nestern zeigen einen sehr hohen Fragmentationsgrad (Abb. 7 
und 8). Meist handelt es sich allerdings um unvollstandige Briiche, denn 
der Langszusammenhang bleibt immer noch gewahrt. Auch die Ruhe- 
kerne fallen in diesen Nestern dadurch sofort auf, daB ihr Geriist in viele 
kleine Stiickchen zerbrochen zu sein scheint. 

m/20 Urethan. Kerne und Plasma sind von etwa 1 Std an schwach 
hyperchromatisch, und es l4Bt sich eine geringe Vergréberung der 
Struktur feststellen. Zwischen den hyperchromatischen Kernen liegen 
ganz vereinzelt solche von hypochromatischem bis karyolytischem Aus- 
sehen. Die selten aufgetretenen Nester umfassen héchstens bis 20 Zellen. 
Auch hier verschwindet die Kernmembran friih und der Nukleolus lést 
sich verzégert auf. Die Chromosomen sind verkiirzt. Die Chromatiden 
erscheinen in der Metaphase und noch deutlicher nach der Trennung 
in der Anaphase vakuolisiert, besonders bei Urethaneinwirkung allein. 
Die ersten Verklebungen sind nach 1 Std festzustellen. Dadurch treten 
vereinzelt Briicken auf, die fast alle in der Telophase durchrissen werden. 
Mikronuklei sind haufiger als bei staérkerer Urethankonzentration zu 
finden. Zum gréBten Teil entstehen sie aus liegengebliebenen Fragmenten, 
aber auch aus. Chromosomen mit einem Centromerschaden, denen dadurch 
die Einordnung in die Anaphasebewegung unméglich gemacht wurde. 


b) Kurzzeiteinwirkung. 

m/2 Urethan. Eine Stunde nach der Riicksetzung ist im zytologischen 
Bild auBer einer schwachen Uberfairbung und einer geringen Struktur- 
vergroberung noch nichts weiteres festzustellen. In der Folgezeit 
nehmen die St6rungen bis 18 Std zu. Eine Erholung tritt in den nachsten 
Stunden nicht ein. Die Struktur der Kerne ist stark vergr6ébert und meist 
sind die Nukleolen dunkler gefairbt. Auch die Farbung des Plasmas 
nimmt immer mehr zu, und in den spateren Stunden liegen in der Zelle 
sehr feine gefairbte Kérnchen verteilt. Zwischen den hyperchromatischen 
Kernen befinden sich auch hypochromatische und karyolytische Kerne. 
Die Kerneréffnung erfolgt sehr friih und die Auflésung des Nukleolus 
wird oft bis in die spite Metaphase verzégert. Die Verkiirzung der 
Chromosomen nimmt bis 24 Std immer mehr zu. Sie haben dann oft 
nur noch 1/, bis 1/, der normalen Lange. Viele Prophasen und auch 
Metaphasen rekonstruieren von diesem Stadium aus wieder einen Ruhe- 
kern und durchlaufen nicht die ganze Mitose (Abb. 9). Bei Dauer- 
einwirkung wurde Ruhekernbildung nicht beobachtet. Dabei ent- 
spiralisieren sich oft nicht alle Chromosomen gleichzeitig, so daB Ruhe- 
kerne entstehen, in denen noch 1 bis mehrere sehr kurze Chromosomen 
liegen. Die Verklebungstendenz nimmt von 2 Std ab sehr schnell zu 
und steigert sich bis zur Pyknose. Als Folge davon sind Briicken in der 
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Telophase nd pseudoamitotische Ruhekerne gefunden worden. Durch 
falsche Chromosomenverteilung traten einige Male Kerne mit 3 Nukleolen 
auf. In einigen Telophasen kam es zu keiner oder nur zu einer unvoll- 
stindigen Zellwandbildung. Relativ haufig treten Karyomeren auf. 
Das Vorriicken der Differenzierungszone gegen den Vegetationskegel, 
wie es nach Bestrahlung auftritt, ist hier nicht festzustellen. 

m/20 Urethan. Fir diese Urethankonzentration gilt das gleiche wie 
eben, nur waren in keinem Falle die Anomalien so stark ausgeprigt. 
Auch hier sind die Chromosomen 
kiirzer als nach Bestrahlung. 


Zum SchluB sollen noch die 
bei der kurzzeitigen Urethanein- 
wirkung auftretenden Spindelsté- 
rungen behandelt werden. Meist 
wurden tripolare Spindeln gefun- 
den, einzelne tetrapolare und eine 
pentapolare. In diesen Zellen tre- 
ten in den allermeisten Fallen 
noch kleine Blaschen auf. Bei den 
ersten Fixierungszeiten ist die Zahl 
On Gamaan | A ae ene ee der gestérten Spindeln verhiltnis- 

Vergr. etwa 2000. maBig hoch — in einem Fall 6% —, 

nimmt dann aber sehr rasch ab. 

Bemerkenswert ist noch die Verschiebung des Auftretens gestérter 

Spindeln-um 1 Std bei Urethaneinwirkung ohne KCl gegeniiber Ure- 
than + KCl. 





c) Bestrahlung. 


Schon kurze Zeit nach Bestrahlung (erste Fixierung nach 1 Std) 
treten ganz charakteristische Verainderungen in den Zellen bzw. den 
Kernen auf. Die Struktur erscheint vergrébert und die Chromozentren 
treten vergroBert und intensiver gefirbt auf. Die Farbung nimmt zu 
und erreicht nach 9 Std ihre héchste Intensitét. Eine Abnahme in den 
nachsten Stunden wurde nicht festgesiellt. Héaufiger sind auch die 
Nukleolen etwas gefirbt. Zwischen den hyperchromatischen Kernen 
treten vereinzelt auch hypochromatische auf. Das Kerngeriist macht 
in diesen Kernen einen glasigen Eindruck. An einzelnen Stellen im 
Kern sammelt sich in diesen Fallen das chromatische Material in kleinen 
Trépfchen an und kann zur vollsténdigen Karyolyse fiihren. In den 
karyolytischen Kernen ist keine Struktur mehr zu erkennen, die ganze 
farbbare Substanz hat sich in einem Klumpen gesammelt. 

Nach Bestrahlung verkleinert sich die Teilungszone und die Differen- 
zierungszone riickt sehr nahe an den Vegetationskegel heran. Von 
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9—12 Std ab lassen sich deswegen Quetschpraparate nur noch sehr 
schwer anfertigen. 

Von etwa 2 Std ab wird der Ubergang von Ruhekern in Prophase 
immer mehr verhindert, die Prophasen laufen langsamer ab und die 
Kerner6ffnung wird verzégert. Als Folge davon treten viel iiberalterte 
Prophasen auf. Weiter erfolgt eine Verinderung der Matrix, die sich 
unter anderem in Spiralisationsstérungen bemerkbar macht. Auch wird 
durch diese Verainderung der Chromosomenoberfliche die Verklebungs- 
tendenz erhéht. Die Chromosomen sind stark verkiirzt und haben meist 
in der Prophase schon metaphasische Linge. In der Anaphase treten 
sehr viele Briicken auf, meist allerdings durch Verklebung an den Chro- 
mosomenenden. In den ersten Fixierungen werden diese Briicken alle 
noch auseinandergerissen, in spateren aber ist die Telophase nicht mehr 
in der Lage, alle diese Storungen zu beseitigen. Als Folge dieser Briicken 
sind, in den Priaparaten viele pseudoamitotische Kerne festzustellen. 
Multipolare Spindeln oder vélliges Fehlen der Spindel konnten nicht 
beobachtet werden, da diese Stérungen erst bei stérkeren Dosen auf- 
treten (Hont 1949). Kleinruhekerne sind oft zu finden, die meist durch 
Fragmente gebildet wurden, aber auch durch Chromosomen, die infolge 
eines Centromerschadens sich nicht in die Spindel einordnen konnten. 


d) Kombination von Urethan mit einigen Neutralsalzen. 


H,O. Bei Kultur in Aqua dest. sind die Kerne schwach hypochromatisch, 
neigen aber nie zu Karyolyse. Die Chromosomen sind diinner und langer als 
normal. Der Grad des relational-coiling ist erhéht. Schwesterchromatiden neigen 
in der Anaphase leicht zu terminalen Verklebungen. Die hierdurch entstehenden 
Briicken werden aber in der Telophase alle durchgerissen. Fragmente treten sehr 
selten auf, etwas haufiger achromatische Stellen auf den Chromosomen (unvoil- 
standige Briiche). In fast allen Metaphasenplatten sind die Insertionsstellen und 
besonders die SAT-Zone verzerrt. 

H,O + Urethan. Die Kernstruktur ist vergrébert und die Chromozentren 
treten deutlich sehr stark gefarbt hervor. Fast alle Kerne sind hyperchromatisch. 
Dazwischen liegen ganz vereinzelt hypochromatische Kerne, bei denen sich das 
Chromatin an einzelnen Stellen in sehr kleinen Trépfchen ansammelt. Dies kann 
auch hier zur vollstandigen Karyolyse fiihren. Die Kerneréffnung nach der Prophase 
erfolgt friiher als normal. Die Chromosomen sind stark verkiirzt und neigen zu 
Verklebung. Briicken sind in der Ana- und Telophase verhiltnismaBig haufig 
zu finden. Auch fiir diesen wie fiir die nachsten Urethanversuche gilt die schon 
beschriebene Nesterbildung. 

ZiCl. Dieser Versuch zeichnet sich durch sehr klare Bilder aus. Chromosomen 
sind sehr stark verkiirzt, starker als mit Urethan allein, und im Gegensatz zu diesen 
werden Verklebungen sehr selten gefunden. Die Kerne sind sehr stark hyper- 
chromatisch. 

IiCl + Urethan. Hier ist die Hyperchromasie noch deutlicher ausgepragt. 
Die Kerne erscheinen oft nur wie ein dunkler Fleck, in dem auBer dem etwas 
helleren Nukleolus keine Struktur zu erkennen ist. Dies kommt meist nur in 
Kernen vor, die einen sehr kleinen Nukleolus besitzen. Der Nukleolus selbst ist 
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in einigen Kernen dunkler gefarbt als normal. Im Gegensatz zu Li und Urethan 
allein, bei denen die Chromosomenlange nur sehr geringe Schwankungen aufweist, 
zeigen die Chromosomen sogar innerhalb einer Zelle groBe Langendifferenzen. Die 
-Insertionsstelle ist sehr stark verzerrt, die SAT-Zone hingegen nicht. Durch die 
Mitwirkung des Urethans treten wieder Verklebungen auf. 

KCl und CaCl,. Diese beiden Versuche weisen in ihrem zytologischen Bild 
keine Differenzen auf und kénnen ohne weiteres bei der Besprechung zusammen- 
gefaBt werden. Die Farbung der Kerne ist normal wie in der Kontrolle. In ganz 
wenigen Zellen ist der Nukleolus schwach dunkler gefarbt. Der Umwindungsgrad 
der Chromatiden in der Metaphase ist erhéht. Endverklebungen sind sehr selten 
zu finden und werden durch die Kompensationsfahigkeit der Telophase alle auf- 
gehoben. 

KCl und CaCl, + Urethan. Die Farbung der Kerne ist etwas intensiver als mit 
Urethan allein. Vereinzelt treten hypochromatische und karyolytische Kerne auf. 
Die Chromosomen sind stark verkiirzt und neigen zu Verklebungen, auch ist die 
Telophase nicht mehr in der Lage, alle Schiden aus den friiheren Stadien zu 
kompensieren, so da8 vereinzelt Pseudoamitosen auftreten. Innerhalb einer Zelle 
sind keine Schwankungen der Chromosomenlangen festzustellen, aber doch von 
Zelle zu Zelle. 

CsCl. Wahrend die Wurzelspitzen bei den iibrigen Versuchen alle etwas hart 
wurden, war es sehr iiberraschend, daB sie nach dieser Einwirkung sehr weich 
waren und auf dem Objekttrager kaum gekocht werden muBten. Chromosomen 
und Kerne sind sehr stark hyperchromatisch, noch intensiver als im Li-Versuch. 
In den meisten Zellen sind die Nukleolen dunkel gefarbt. Die Chromosomen zeigen 
von der Metaphase an eine erhéhte Verklebungstendenz, die oft bis zur Total- 
verklumpung (Pyknose) fjihrt. In der Ana- und Telophase sind Briicken sehr haufig 
zu finden, die in der Telophase nur selten durchrissen werden, denn in diesem 
Versuch wurden viel haufiger als in den iibrigen pseudoamitotische Kerne gefunden. 

CsCl + Urethan. Eigenartigerweise tritt hier Hyperchromasie sehr selten auf. 
In einigen Zellen mit schwach hyperchromatischem Kern ist auch der Nukleolus 
etwas dunkler gefarbt. Die Nukleolen selbst sind sehr klein. Die Lange der 
Chromosomen variiert sehr stark von Zelle zu Zelle, aber nicht innerhalb einer 
einzelnen Zelle. Die stark verkiirzten Chromosomen neigen zu Verklebungen. 

AICl;. Kerne und Chromosomen sind hypochromatisch, so da8 Chromozentren 
in den Ruhekernen selten zu sehen sind. In verschiedenen Kernen sind die 
Nukleolen etwas angefarbt. Die Chromosomen zeigen Stérungen in der Spirali- 
sierung, und die Spiralen sind in diesen friihen Stadien sehr gut zu verfolgen. 
Die Chromatiden erscheinen in der Metaphase und Anaphase vakuolisiert. Infolge 
dieser Stérungen sind die Zellen in der Metaphase nicht iibersichtlich und schlecht 
zu analysieren. Die Telophase ist verkiirzt, denn die Ruhekernbildung beginnt 
meist schon in der mittleren Telophase. Verklebungen wurden nicht beobachtet. 

AICl, + Urethan. Die Farbung ist meist normal. Vereinzelt kommen aber 
Kerne vor, bei denen der Nukleolus gefarbt ist und sonst keine Struktur im Kern 
erkannt werden kann. Chromozentren sind vergréBert und intensiv gefarbt. Es 
treten Schwankungen in der NukleolengréBe auf. Die Chromosomen haben etwa 
die normale Lange, sind aber breiter. 

KSCN. Im Ruhekern ist kein Unterschied zwischen Eu- und Heterochromatin 
festzustellen. Es treten die gleichen Spiralisationsstérungen wie bei AICI, auf. 
Die Ruhekernbildung setzt sehr friih ein, oft schon in der spiten Anaphase. 

KSCN + Urethan. Die Kerne sind hyperchromatisch und auch die Nukleolen 
sind dunkler. Auffallend ist, da8 das Kerngeriist nicht gleichmaBig gefarbt ist. 
Die eine Seite ist oft so stark gefarbt, daB keine Struktur mehr erkannt werden 
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kann, wahrend die andere Seite beinahe normale Farbung aufweist. Die Chromo- 
somen besitzen in der Metaphase etwa normale Lange, sind aber viel starker als 
normal gefarbt. Die Verklebungstendenz ist gering. Vereinzelt laufen die Mitosen 
nicht zu Ende, sondern von der Pro- oder Metaphase aus wird ein Ruhekern 
gebildet. 

K,SO,. Bei dieser Einwirkung konnte die starkste Hyperchromasie konstatiert 
werden. Die Chromosomen sind verkiirzt, Verklebungen aber selten. 

K,SO, + Urethan. Durch Kombination mit Urethan wird die Farbung noch 
verstarkt. Die Kerne erscheinen in den meisten Fallen nur als ein dunkler Fleck, 
in dem die Nukleolen fast nicht mehr erkannt werden kénnen. Die Chromosomen 
sind hier noch mehr verkiirzt als unter der Wirkung von K,SO, allein. Auch 
Verklebungen sind wie dort selten. Bezeichnend fiir diesen Versuch sind die 
vielen Ruhekernbildungen aus der Pro- und Metaphase. Héchstens 30—50% aller 
die Mitose beginnenden Kerne fiihren sie vollstandig zu Ende. 


3. Vergleich der Chromosomenaberrationen. 

Im folgenden Abschnitt werden die nach Bestrahlung und Chemi- 
kalieneinwirkung auftretenden irreversiblen Anderungen der Struktur 
der Chromosomen besprochen. Die Fragmentationen und Restitutionen 
konnten in der Metaphase, die fiir quantitative Auswertung das giin- 
stigste Stadium ist, weitgehend erfaBt werden. Restitutionen betreffen 
Anderungen, die nur im Ruhekern ablaufen, wahrend Fragmentationen 
auch an Chromosomen, die sich in Teilung befinden, vorkommen kénnen. 
Aus diesem Grunde werden die Fragmentationen und Restitutionen 
getrennt behandelt. 

a) Fragmentation. 

Die Fragmentation tritt in zwei Erscheinungsformen auf (s. Mar- 
QUARDT 1940/41). Liegen die Chromosomenteile véllig voneinander 
getrennt in der Zelle, so haben wir eine vollsténdige Fragmentation; 
zeigen sich aber auf den Chromosomen scharf abgegrenzte achromatische 
Stellen (“half-starvation’? DaRLINeToNs), dann spricht man von unvoll- 
stiindiger Fragmentation. In der Anaphase kénnen sie zu vollstandigen 
Fragmenten werden oder der Langszusammenhalt bleibt weiterhin ge- 
wahrt. Liegt der Bruch sehr nahe an der Insertionsstelle oder der SAT- 
Zone, so ist manchmal die Unterscheidung zwischen diesen Stellen 
sehr schwierig. Chromatidale Briiche treten meist als unvollstandige 
Fragmente auf. Dabei ist auf dem Chromosom nur eine lokal begrenzte 
Aufhellung zu erkennen. 

Die ersten Fragmente sind schon nach 20 min (1. Fixierungszeit) 
zu finden. Es ist aber anzunehmen, daB bei noch kiirzerer Einwirkungs- 
dauer Briiche festzustellen sind. 

Fragmentation bei Dauereinwirkung. In der Kontrolle (Nahrlésung) 
wurden in 1000 Zellen bis zu 8 (meist unvollstaéndige) Fragmente 
gefunden. Nach UrethaneinfluB stieg deren Zahl sehr stark an. In Ta- 
belle 4 sind zuerst die Zellen mit vollstindigen und unvollstindigen 
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Tabelle 4. Zellen mit Aberration bei Dauereinwirkung von Urethan 









































(1060 analysierte Zellen). 
Zellen mit Aberration : unvohnnation Penile 
Zeit in Minuten Zeit in Minuten 
40 80 120 40 80 120 
m/20 KCl 80 85 67 38 44] 31 55 | 31 431100 142 
m/20 m/200 KCl 8¢ 100 | 151 69 59 | 36 80 | 74 100/179 239 
Urethan 0 38 52 | 133 19 25 | 23 32 | 78 109/120 166 
Nahrlésung 38 56 76 | P<0,01 | 33 12 ; 51 21 | 87 35/171 


Briichen zusammengefaBt eingetragen. Die Inhomogenitit des gesamten 
Materials ist mit P,,.,, <90,01 deutlich. Auffallend ist, daB bei der 
Kombination von m/20 Urethan + m/20 KCI (erste Zeile) die Zahl der 
Zellen mit Aberrationen mit zunehmender Einwirkungsdauer abnimmt 
im Gegensatz zu den anderen, bei denen von 40—120 min eine Zunahme 
erfolgt — besonders stark bei m/20 Urethan allein. Auf der rechten Seite 
der Tabelle 4 sind die vollstaéndigen (links) und unvollstandigen (rechts) 
Briiche getrennt wiedergegeben. Eine direkte Beziehung zwischen 
beiden ist nicht festzustellen. Stets werden mehr unvollstindige als 
vollstaindige Briiche gefunden. Eine Ausnahme bildet Urethan + Nahr- 
lésung. In dieser Kombination treten mehr vollstandige Briiche auf. 
Dies ist vielleicht, wie wir spiter noch sehen werden, auf den EinfluB 
des Ca zuriickzufiihren. 


Fragmentation bei kurzzeitiger Hinwirkung und Bestrahlung. Da bei 
jeder Fixierung nicht gleichviel Zellen analysiert werden konnten, 
muBten fiir einen Vergleich die Prozentzahlen herangezogen werden. 
Tabelle 5 enthalt die gefundenen Zellen mit Aberrationen, darunter 
stehen die analysierten Zellen und dahinter die erhaltenen Prozent- 
werte. Bei starker Urethaneinwirkung sind nach 6 bzw. 4 Std bei 
Kombination mit m/200 KCl die Verklebungen so stark, daB nur sehr 
wenig analysierbare Zellen gefunden werden konnten. Vergleicht man 
die Urethanserien untereinander, so kann man ganz allgemein sagen, 
daB die Zahl der geschadigten Zellen in den ersten beiden Stunden nach 
Versuchsbeginn sehr stark zunimmt. In den folgenden Stunden ist die 
Zunahme nur noch gering. Nach Bestrahlung kann dagegen eine Ab- 
nahme aberranter Zellen von 4—6 Std konstatiert werden, was bei den 
Urethanversuchen in keinem Fall erfolgte. Ferner ist die Wirkung von 
Réntgenstrahlen auf die Chromosomen viel intensiver als die von 
Urethan. Durch Bestrahlung werden meist mehrere Chromosomen in 
einer Zelle getroffen und fragmentiert, wahrend nach Urethaneinwirkung 
selten mehr als 2—3 Fragmente in einer Zelle gefunden werden konnten. 


Treten nach Urethaneinwirkung mehr als 5—6 Fragmente in einer Zelle 
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Tabelle 5. Héaufigkeit der Aberrationen bei Kurzzeiteinwirkung von Urethan 


























und Bestrahlung. 
Zahl der gefundenen aberranten Zellen a % 
Urethan KCl Zahl der analysierten Zellen 
1 Std 2 Std 4 Std 6 Std 9 Std 
75 71 56 
127 122 
m/2 4] m/200 | = 25,4] = 244 
77 124 58 
43 71 84 50 81 
75 } 100 56 40 39 
45 45 47 15 58 
95 128 137 61 
150 r B00 ~ 19:0 449 291 700 = 33 935 259 

















auf, dann erfolgt meist ein Zerfall der Chromosomen. Solche Zellen 
treten, wie friiher schon erwahnt wurde, in Nestern auf. 


Zum weiteren Vergleich der einzelnen Versuche sollen die sicher 
feststellbaren vollstandigen Fragmente dienen. Unvollstandige sowie 
chromatidale Briiche werden nicht verwandt. In Tabelle 6 ist die Zahl 
der Fragmente angegeben, die in 400 analysierbaren Zellen gefunden 
wurden. Von 1—2 Std wird die Zahl der Fragmente allgemein um etwa 
das Doppelte erhéht. Der bei m/2 Urethan + m/20 KCl erhaltene Wert 
fallt hierbei aus der Reihe, ist aber sicher nur zufallig so niedrig, denn 
nach 4 Std ist die Bruchzahl wieder bedeutend hoéher. Sie steigt hier 
sicher ebenso an wie in den anderen Urethanserien. Die Unterschiede 
zwischen den einzelnen Versuchen sind mit P),o., <0,01 gesichert, auch 
ohne den obengenannten Versuch. 


Tabelle 6. Zahl der vollstindigen Fragmente nach Kurzzeiteinwirkung. 






































m/2 Urethan m/20 Urethan 
Zeit 150r 
m/20 KCl | m/200 KCl 0 m/20 KCl | m/200 KCl ek 
1 Std 61 45 43 35 19 28 16 
2 Std 91 44 62 82 75 56 25 
Summe 152 89 105 117 94 84 41 
P< 0,01 


Chromosoma, Bd, 4. 
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Kombination von Urethan mit Neutralsalzen. Um exakte Aussagen iiber das 
Mutationsgeschehen in diesen Versuchen machen zu kénnen, miiBte das Material 
gréBer sein und die Versuche selbst weiter ausgebaut werden. Zum Vergleich der 
erhaltenen Werte muBten die Prozentwerte der Zellen mit Aberrationen heran- _ 
gezogen werden, da in 2 Versuchen zu wenig analysierbare Zellen gefunden wurden. 
In Tabelle 7 ist das ganze Zahlenmaterial eingetragen. Vergleicht man als erstes 
die Wirkung der verschiedenen Neutralsalze, so zeigt sich, da mit Ausnahme von 
H,0 und AICI, die gefundenen Werte innerhalb der zufalligen Fehlergrenze liegen 
dirften. Bei umfangreicherem Material kénnten, wie schon oben erwahnt, die 
Differenzen eventuell gesichert werden. Auffallend hoch ist der Wert von AICI, 
mit 23,9%. Die Mutationsrate liegt hier noch héher als bei Urethaneinwirkung 
allein. Bei den Kombinationsversuchen fallt ebenfalls wieder AICI, heraus. Die 








Tabelle 7. Neutralsalzeinwirkung. 















































Ohne Urethan Mit Urethan 

un- un- 
analy-| ab- stan. final analy-| ab- stan- voll- 
sierte jerrante % dige dige sierte |errante % dige dige 

Zellen | Zeilen Zellen | Zellen 
Fragmente Fragmente 
H,O 500 5 1 1 4 | 500 77 15,4 | 45 | 62 
LiCl 500 34 6,8 | 23 | 17 | 500 62 12,4 | 40 | 33 
KCl 500 32 6,4 5 | 29 | 500 73 14,6 | 46 | 48 
CsCl 500 48 9,6 | 45 | 40 | 500 73 14,6 | 45 | 40 
CaCl, 500 46 9,2 | 30 | 20 | 500 89 17,8 | 72 | 32 
AICI, 310 74 | 23,9 | 47 | 43 | 500 30 6,0 | 13 | 23 
KSCN 500 30 6,0 | 10 | 27 | 400 68 17,0 | 18 | 55 
K,S0, 500 | 38 | 7,6 | 12 | 33 | 500 | 36 | 7,2 | 11 | 25 


Werte der anderen Salze mit Ausnahme von K,SO, diirften wieder innerhalb der 
Fehlergrenze liegen. Der etwas niedere Wert bei K,SO, + Urethan kann darauf 
zurickzufiihren sein, daB iiber 50% der spaten Prophase und friihen Metaphase 
einen Ruhekern von diesem Stadium aus rekonstruieren und die Mitose nicht zu 
Ende fiihren. Eine additive Wirkung von Neutralsalz und Urethan ist in keinem 
der Versuche festzustellen. Sehr bemerkenswert und auffallend ist das steile 
Absinken der mutagenen Wirkung der AICI,-Urethankombination gegeniiber 
Urethan und vor allem gegeniiber AICI,. Ein ahnlicher Befund — nur nicht so 
ausgeprigt — wurde im Laufe dieser Untersuchungen schon einmal festgestellt. 
Bei m/20 Urethan + m/20 KCl fanden sich nach 2 Std weniger Zellen mit Ab- 
errationen als bei den schwicheren Lisungen m/20 Urethan + m/200 KCl und 
m/20 Urethan allein. Dasselbe gilt auch fiir Urethan + Nahrlésung (s. Tabelle 4). 
Bei einem Vergleich der Chromosomenaberrationen zeigt sich, daB bei Einwirkurig 
von Li, Cs und Ca mehr volistandige als unvollstandige Fragmente zu finden sind. 
In den anderen Versuchen ist das Verhaltnis umgekehrt. 


b) Restitution. 

Unter Restitution versteht man Bruch und Wiederverheilung 
zwischen Chromosomen bzw. Chromatiden. Die Einwirkung erfolgte 
hier nicht auf den Teilungsablauf, sondern auf den Ruhekern. In diesem 
werden die entspiralisierten und desoxyribosenukleinsiure-armen Chro- 
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Tabelle 8. Die nach Urethaneinwirkung und Bestrahlung gefundenen Restitutionen. 








Versuch bap ape Restitutionen Chromosomal Chromatidal 
150 r 1075 28 3 25 
Urethan 8000 19 13 6 














mosomen verandert. In den darauffolgenden Teilungen kénnen die 
direkt nicht beobachteten Veranderungen erkannt und gedeutet werden. 

Die Anzahl der gefundenen Restitutionen war besonders nach 
Urethaneinwirkung sehr niedrig. Die wirkliche Zahl liegt aber sicher 





Abb. 10. Bikommissurales Chromosom. m/2 Abb. 11. Drei chromatidale Translokationen. 
Urethan Kurzzeiteinwirkung. 2. Std. Vergr. (Pfeile.) 150 r. 6 Std. Vergr. etwa 2000 x. 
etwa 2000 x. (Pfeile = Insertionsstellen.) 


bedeuiend héher als in Tabelle 8 angegeben, denn als chromosomale 
Translokationen wurden nur solche Chromosomen gewertet, die zwei 
Insertionsstellen besaBen und deshalb einwandfrei als verandert erkannt 
werden konnten. Die iibrigen chromosomalen Translokationen zwischen 
kleinen Chromosomen kénnen nur sehr schwer erkannt werden, denn 
die festgestellte Langenainderung eines oder auch zweier Chromosomen 
kann auf einer Spiralisationsstérung beruhen und nicht eindeutig 
definiert werden. Abb. 10 zeigt eine chromosomale Translokation nach 
Urethaneinwirkung, Abb. 11 drei Chromatidtranslokationen nach Be- 
strahlung. 

In der Metaphase sind die Chromosomen sehr stark kontrahiert, so 
daB Umbauten an kleineren Einheiten wie Chromatiden nicht festgestellt 
werden kénnen. Deshalb wurde auch auf Chromosomenveranderungen 
in der Anaphase geachtet. Briicken — chromosomale wie chromati- 
dale — treten besonders in den Urethanversuchen sehr haufig auf, 
sind aber sicher meist auf Verklebungen zuriickzufiihren. In 3 Fallen 


Chromosoma, Bd. 4. lia 
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konnten in diesen Versuchen mit Sicherheit Halbchromatidtransloka- 
tionen festgestellt werden. Nach Urethaneinwirkung fanden auch 
OEHLKERS und Marquarpt (1950) eine solche in der Meiosis bei: Paeonia. 
Abb. 12 zeigt eine Translokation zwischen Halbchromatiden. Sie 
erscheint in der Anaphase selbstverstindlich als Umbau zwischen 
Chromatiden. Dieser erfolgte aber im Ruhekern vor Beginn der Mitose 
an Halbchromatiden. Aberrationen an noch kleineren Chromosomen- 
einheiten kénnen bei diesem Objekt nicht festgestellt werden. 

Bei der Untersuchung der ein- 
zelnen Neutralsalze konnte nur 
bei AICI,-Einwirkung eine chro- 
mosomale Translokation zwischen 
zwei kleinen Chromosomen er- 
kannt werden. 


4. Verteilung der Briiche 
iiber das Genom. 

Weiter ist die Frage zu erértern, 
Abb. 12. Halbchromatidtranslokation. m/2_ wie die Briiche tiber das Genom 
pea “a tan Ge eae verteilt sind. Hierzu miissen zuerst 

die Erwartungswerte konstruiert 
werden. Vicia faba besitzt 5 kleine und 1 groBes (SAT- oder M-)Chromo- 
som in haploidem Satz. Das SAT-Chromosom hat genau die doppelte 
Lange eines kleinen (BRAUER 1949). In der diploiden Zelle verhalten 
sich demnach die Langen der kleinen zu den groBen Chromosomen wie 
5:2. ErwartungsgemaB miissen die Briiche bei zufalliger Verteilung 





Tabelle 9. Bruchverteilung iiber das Genom. 











Ver- 
Klein SAT- 
Analy- | Anzahl Glacene- Chromo- siaeuey 
Versuch sierte Frag- somen- | somen- x P-Wert Ger 
Zellen mente Frag- Frag- Fon 
mente mente somen 
150 r 940 177 124 53 0,16 | >0,70 | 4,7:2 
Erwartungs- 126,4 50,6 1 
wert 
Urethan 5000 585 354 231 34,33 | <0,01 | 3,1:2 
Erwartungs- | 418,0 167,0 2 
wert 
Summe 762 478 284 28,24 | <0,01 
Erwartungs- 544,3 | 217,7 3 
wert 























Priifung der Homogenitat des gesamten Materials: (y? + 72) — 72 = 6,25 P > 0,02. 
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iiber das Genom in diesem Verhiltnis tiber die beiden Chromosomen- 
arten verteilt auftreten. Unvollstaéndige und chromatidale Briiche 
ebenso wie Restitutionen wurden bei dieser Auswertung nicht beriick- 
sichtigt. Da innerhalb der einzelnen Urethanversuche keine gesicherte 
Differenz besteht, wurden fiir die Auswertung alle in einer Gruppe 
zusammengefaBt. Die gefundenen Werte (Tabelle 9) stammen aus den 
Fixierungszeiten 1 und 2 Std der Kurzzeitversuche. Nach Bestrahlung 
kommen die gefundenen Zahlen sehr nahe an den Erwartungswert 
heran (P;,om> 0,70). Bei Urethanbehandlung kann die gleiche Uber- 
einstimmung zwischen gefundenem Wert und Erwartungswert nicht 
konstatiert werden. Das Verhiltnis kleine Chromosomen: SAT-Chromo- 
som betrigt hier nur 3,1: 2. Diese Differenz ist mit P,o,<90,01 sehr 
gut gesichert. Durch Urethan wird also das SAT-Chromosom hiufiger 
als die kleinen Chromosomen ge- . 
brochen. [Aj 2 |[ cjo| [sar] 
Es drangt sich nun weiter die Insertion 3 Zone 

Frage auf, ob nach Urethanein- pbb.13. Unterteitung des SAT-Chromosoms. 
wirkung auf dem SAT-Chromosom 

eine bestimmte Stelle bevorzugt fragmentiert ist. Um die Briiche auf 
diesem ‘Chromosom genau lokalisieren zu kénnen, wurde es in 5 Ab- 
schnitte eingeteilt (s. Abb. 13). Dabei sind die beiden Schenkel A + B 
und C + D + Satellit gleich lang. Die Insertionsstelle liegt genau in 
der Mitte des Chromosoms. Zur Berechnung gelangen wieder nur 
chromosomale vollistindige Briiche aus mehreren Fixierungszeiten des 
Kurzzeitversuches. In Tabelle 10 sind die gefundenen Werte ein- 
getragen. DaB’B bestimmte Stellen nach Bestrahlung und Urethan- 
einfluB bevorzugt gebrochen sind, ist daraus ohne weiteres zu ersehen 
und braucht in diesem Falle erst gar nicht durch den Homogenitatstest 
gesichert zu werden. 


Um nun Differenzen zwischen Urethaneinwirkung und Bestrahlung 
festzustellen, wird zuerst die Bruchhaufigkeit zwischen Satellit und dem 
restlichen Chromosom verglichen, denn die hohe Anzahl] gebrochener 
Satelliten nach UrethaneinfluB lieB eine Bevorzugung der SAT-Zone 
gegeniiber der Réntgeneinwirkung annehmen. Diese Differenz ist mit 
Phom<9,01 gut gesichert. Zur Feststellung weiterer Unterschiede 








Tabelle 10. Verteilung der Briiche auf dem SAT-Chromosom. 





























Versuch PR Re | B | Ins. |] © D | SAT-Zone 
18S POP RINE 116 4 15 19 22 2 54 
Urethan..... | 789 5 73 55 144 5 507 


Chromosoma, Bd. 4. 
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zwischen Urethaneinwirkung und Bestrahlung wurden die fragmen- 
tierten Satelliten weggelassen, und da auf den Abschnitten A und D 
die gefundenen Werte zu niedrig sind, wurden sie mit Abschnitt B bzw. 
C zusammengefaBt. Wie die Tabelle zeigt, sind die Regionen CD in 
beiden Versuchen haufiger gebrochen als AB, obwohl AB langer ist als 
CD. AuBerdem scheint nach Bestrahlung die Insertionsstelle haufiger 
gebrochen zu sein, waihrend bei Urethanbehandlung der Abschnitt C 
bevorzugt erscheint. Die gefundenen Differenzen kann man nicht ohne 
weiteres als gesichert annehmen, denn sie kénnen mit Po, = 0,2 — 0,1 
noch zufallsbedingt sein. 

Auf den kleinen Chromosomen wurden die Briiche nicht lokalisiert. 
Es scheint aber die mediane Region nach Urethaneinwirkung wie 
nach Bestrahlung bevorzugt zu brechen. 

Uber eine spezifische Wirkung der Neutralsalze, allein und auch in Kom- 
bination mit Urethan, etwas Gesichertes zu sagen, ist wegen des zu geringen Zahlen- 
materials nicht méglich. Erwahnenswert ist jedoch die Wirkung von AICI,. Wird 
ein Satellit fragmentiert, so bildet sich daran in der spaiten Telophase nie ein 
Nukleolus. Bei den AICI,-Versuchen wird haufiger der Abschnitt D ganz nahe an 
der SAT-Zone fragmentiert gefunden und in der Telophase wird dann regelmaBig 
ein Nukleolus durch das Fragment gebildet. Das kleine Stiickchen des Abschnittes D 
ist heterochromatisch und wird als nukleolar-organizing body (McCiintock 1934) 
bezeichnet. 


5. Haufigkeit der chromosomaien und chromatidalen Briiche. 


Auffallend ist in allen Urethanversuchen, daB sehr wenig chroma- 
tidale Briiche festzustellen sind, vor allem bei Dauereinwirkung und bei 
kurzzeitiger Einwirkung in den ersten Stunden. Chromatidbriiche 
k6énnen in den seltensten Fallen als vollstandige Briiche angesprochen 
werden. Meist ist nur, wie friiher schon bemerkt wurde, eine mehr oder 
weniger breite achromatische Liicke auf dem Chromatid festzustellen. 
Aus diesem Grunde miissen hier fiir einen Vergleich der beiden Haufig- 
keiten auch bei den chromosomalen Veranderungen die unvollstandigen 
Briiche mitgerechnet werden. 


In Tabelle 11 sind die Ergebnisse aus dem Réntgenversuch und aus 4 Urethan- 
versuchen eingetragen. Wie hieraus klar zu ersehen ist, treten nach Urethanein- 
wirkung sehr viel weniger Chromatidbriiche auf als nach Bestrahlung, aber auch 
innerhalb der Urethangruppe sind Unterschiede zu finden. Je starker die Urethan- 
konzentration ist, um so mehr treten die chromosomalen gegeniiber den chromati- 
dalen Briichen hervor. In der letzten Spalte der Tabelle ist das Verhaltnis chromo- 
somaler/chromatidaler Briiche eingetragen. Beim Vergleich der einzelnen Werte 
wird der Unterschied zwischen Bestrahlung und Urethaneinwirkung deutlicher. 
Bemerkenswert ist an allen Versuchen, da8 die Chromatidbriiche von 1—4 Std 
nach Urethaneinwirkung zunehmen. Eine Sicherung mit dem Homogenitatstest 
ist wegen der zu niedrigen Anzahl chromatidaler Briiche nicht mdglich. Da aber 
die Zunahme der Chromatidbriiche von 1—4 Std in gleicher Weise bei allen Ver- 
suchen festgestellt wurde, kann man sie als gesichert annehmen. 
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Tabelle 11. Chromatidale und chromosomale Briiche nach Urethaneinwirkung 














und Bestrahlung. 
Chro Chro 
Versuch Zeit ~~ cota tidale. Verhiltnis 
Sta Briiche Briiche 
MOS Sts. a Pee 1 500 108 32 3,4:1 
4 400 250 85 2,9:1 
m/20 Urethan ..... 1 500 54 4 13,5:1 
4 500 54 5 10,8:1 
m/20 Urethan ..... 1 500 96 3 32,0:1 
m/200KCl....... 4 250 71 1l 6,4:1 
m/2 Urethan. ..... 1 500 112 1 112,0:1 
4 210 78 4 19,5:1 
m/2 Urethan. ..... 1 500 90 0 90,0:0 
m/20KCl ....... 4 230 . 60 2 30,0:1 











In allen Versuchen muB die Zahl der tatsaichlich vorliegenden Chromatidbriiche 
héher angenommen werden, als die Tabelle 14 zeigt; denn in der Insertionsstelle 
und der SAT-Zone sind sie nicht festzustellen, da die Chromosomen dort villig 
achromatisch sind. Das Gesamtergebnis diirfte aber dadurch nicht wesentlich 
verandert werden. 


D. Diskussion. 


Die bisherigen Untersuchungen iiber Urethaneinwirkung auf die 
Mitose befaBten sich ausschlieBlich mit Anderungen der Kernteilungs- 
intensitét, Stadienverschiebung und teilweise auch mit unspezifisch- 
physiologischen Stérungen. In der vorliegenden Arbeit wurden weiterhin 
die Chromosomenaberrationen qualitativ und quantitativ ausgewertet 
und mit Ergebnissen, die nach Bestrahlung erhalten wurden, verglichen. 


1. Reaktionen der Zelle und des Zellkernes. 


Um simtliche aufgetretenen Effekte besser verstehen zu k6nnen, 
ist es notwendig, einleitend die Wirkung von Urethan auf die Zelle 
bzw. zellphysiologische Vorgange kurz darzustellen. 


Die Wirkungen von Urethan auf die Zelle sind recht verschiedener Art. Urethan 
ist sehr leicht wasserléslich und dringt auf dem Wasserweg in die Zelle ein. Dabei 
verandert es nicht nur die PorengréBe, sondern auch die elektrischen Eigenschaften 
des Plasmas (VERNON 1912). In starkeren Konzentrationen dehydriert Urethan 
und in schwiacheren hydriert es. In Gegenwart von HCl ist die Quellung schon 
in bedeutend niedrigen Konzentrationen nachweisbar (KOoCHMANN 1923). Die 
dehydrierende Wirkung beruht wahrscheinlich auf einem Peptisationsvorgang. 

Bekanntlich zahlt Urethan zu den Narkotika und besitzt wie alle diese eine 
gewisse oberflachenaktive Wirkung. LaBt man Narkotika auf atmende oder 
garende Zellen einwirken, so héren Atmung und Garung auf (WaRBURG 1928). 
Werden diese Stoffe wieder entfernt, dann erreicht der Zellstoffwechsel nach einiger 
Zeit wieder seinen Normalwert. Diesen Vorgang — Aufhéren der Atmung und 
Wiederbeginn — nennt man Narkose. Atmungs- und auch Garungsfermente 
werden bei der Narkose in ihrer Wirksamkeit gehindert, ohne aber dabei zerstért 
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zu werden. Wie WarBurG (1928) in seinen Untersuchungen zeigen konnte, sind 
Atmung und Garung Reaktionen, die sich an Oberflichen abspielen. Thre Hemmung 
deutet er als Adsorptions- oder Oberflachenwirkung der Narkotika. WinTERSTEIN 
(1926) denkt dabei an eine reversible Umhiillung wirksamer Fermentteilchen, die 
dadurch funktionsunfahig werden, oder an eine Adsorption auf den Oberflachen 
und damit verbunden eine Verdrangung der Fermente oder anderer Stoffe von 
ihrem normalen Wirkungsort. Diese Oberilachen kénnen aus verschiedenem 
Material bestehen, wie EiweiB, Nukleoproteide, Lipoide usw. Je starker ein Narko- 
tikum adsorbiert wird, um so geringer werden auch Atmungs- und Garungs- 
reaktionen. Es besteht also eine weitgehende Ubereinstimmung zwischen dem 
Grad der Adsorption und dem Grad der Hemmung. Die Wirkung eines Narko- 
tikums beginnt sofort und steigert sich fortwahrend. Sie ist spater aber keineswegs 
anders als anfangs (WARBURG 1928). Weiterhin wird durch Narkotika die Biack- 
MANsche Reaktion und die Peroxydspaltung, die sich ebenfalls an Oberflichen 
abspielen, ghemmt. Bei Untersuchungen an Chlorella (WaRBURG 1928) zeigte sich 
letztere noch bedeutend empfindlicher als die Atmung. 

Sehr bemerkenswert sind die Befunde von BaTELi1 und Stern (1913), die 
Nukleinséuren in vitro durch Urethan fallen konnten. Die Konzentration ist in 
diesen Versuchen leider nicht angegeben. Man muB8 also weiter annehmen, da8 
Urethan auch in die Biosynthese der Nukleoproteide eingreift, und die Stérungen 
nach Urethaneinwirkung miissen auch in Beziehung zum Nukleinsaurestoffwechsel 
betrachtet werden. 

Das Normalverhalten des Nukleinsaurestoffwechsels wurde von CasPERSSON 
(1939, 1940, 1941) analysiert. Er konnte mit Hilfe von Ultraviolett-Absorptions- 
messungen die chemische Feinstruktur der Zellbestandteile bestimmen. In diesem 
Zusammenhang interessiert hier nur der Nukleinstoffwechsel und auf den EiweiB- 
stoffwechsel soll nicht weiter eingegangen werden. In der Prophase erfolgt an den 
Chromatiden eine Synthese der Ribose- zu Desoxyribosenukleinsaure, die groBe 
Affinitét zu basischen Farbstoffen aufweist. Diese Synthese ist vor Beginn der 
Chromosomenkontraktion, also vor Beginn der Metaphase, abgelaufen. In der 
Telophase wird der Desoxyribosenukleinséuregehalt der Chromosomen in den 
euchromatischen Teilen verringert und in den heterochromatischen Teilen erfolgt 
kein Abbau. Letzteze gehen als heterochromatische Chromozentren direkt in den 
Ruhekern iiber. Fryx (1950) konnte die Nukleinsdurestoffwechselstérungen, die 
durch Nahrstoffmangel bei Vicia faba hervorgerufen wurden, weitgehend erfassen. 
Uberfarbung und Strukturvergréberung des Ruhekerns deuten auf Nukleinsaure- 
tiberschuB ; Unterfarbung, Verfeinerung der Ruhekernstruktur lassen auf Nuklein- 
séuremangel schlieBen. Diese und weitere Veranderungen wie die der Nukleolen- 
gréBe und der Chromosomenlinge werden in der vorliegenden Arbeit diskutiert. 

Die zellteilungshemmende Wirkung von Urethan wurde; zuerst von WARBURG 
(1910) festgestellt. Daran schlieBen sich weitere Untersuchungen (v. M6t:LENDORFF 
1937, Bucner 1947, Bastrup-MapsEen 1949, Hon 1947, 1949) und besonders 
von medizinischer Seite nach Entdeckung seiner giinstigen Wirkungen bei Leuk- 
amien (Paterson, Happow, THomas, WarTKINsSON 1946, weitere Literatur bei 
HEILMEYER, MERK und Pirwrrz 1948). Es wurde stets eine Hemmung des Wachs- 
tums festgestellt, die Prophase lauft schneller ab, die Metaphase oder die Telophase 
oder auch beide zusammen werden verzégert. Daneben wurden Pyknosen, Ami- 
tosen, Ruhekernkonstruktionen aus der Prophase und Metaphase festgestellt. Die 
Chromosomen sind stark kontrahiert, liegen oft auBerhalb der Aquatorialplatte 
und kénnen sich nicht in die Bewegungsvorgange einordnen. Folge davon sind 
Kleinruhekerne. 
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Die Schadigungen des Zellkernes nach Bestrahlung wurden von MarquaRpt 
(1949) zusammenfé d behandelt und sollen nur erériert werden, wenn sehr 
charakteristische Unterschiede gegeniiber der Urethaneinwirkung auftraten. 





a) Physiologische Stérungen, insbesondere des Nukleinsdéurestoffwechsels. 

Durch die entquellende Wirkung des Urethans kann eine reduzierte 
Zell- und KerygréBe, besonders in héheren Konzentrationen stark aus- 
gepragt, beobachtet werden. Bei kurzzeitiger Einwirkung ist dieser 
Effekt nach 2 Std nicht mehr festzustellen. 

Sehr haufig treten in den Zellen Karyomere oder Kleinruhekerne auf. 
Diese entstehen nicht nur, wie Hout (1949) annimmt, aus Chromosomen 
mit Centromerschaden, die sich deswegen nicht in die Bewegungs- 
vorginge einschalten kénnen, sondern auch aus centromerfreien Frag- 
menten. In Zellen mit sehr starkem Verklebungsgrad erfolgt oft falsche 
Chromosomenverteilung in der Anaphase und es treten in Folge davon 
ab und zu Kerne mit 3 und 4Nukleolen auf, oder sie kénnen auch 
ganz fehlen. 

Das Vorriicken der Differenzierungszone wie nach Bestrahlung 
konnte nach Urethaneinwirkung nicht festgestellt werden. Durch den 
stark gehemmten Zellstoffwechsel ist das Plasma wahrscheinlich nicht 
in der Lage, die fiir die Ausdifferenzierung der Zelle notwendigen Bau- 
stoffe zu liefern. 

Charakteristisch fiir alle Urethanversuche ist die sich steigernde 
Hyperchromasie und eine schwache Anfarbung des Plasmas und bei den 
Kurzzeitversuchen von 18 Std an das Auftreten kleiner, stark gefarbter 
K6rnchen im Plasma. Es ist daher auf eine Storung im Nukleinsiure- 
stoffwechsel zu schlieBen, und zwar auf eine vermehrte Bildung von 
Desoxyribosenukleinséure, die hier wahrscheinlich auch im Zytoplasma 
auftritt. Allerdings bleibt es véllig unsicher, ob die nach 18 Std auf- 
tretenden K6érnchen auskristallisierter Farbstoff sind oder ob im Plasma 
die Desoxyribosenukleinséure nicht gleichmaBig verteilt, sondern an 
einzelnen Stellen konzentrierter auftritt. Um dies zu entscheiden, 
miBte die Feulgen-Farbung verwandt werden. Mit der Hyperchromasie 
verbunden ist eine Vergréberung der Struktur und der Chromozentren 
des Ruhekerns, ebenso eine fortschreitende Verkiirzung der Chromo- 
somen. Die Nukleolen sind besonders bei Dauereinwirkung sehr stark 
vergréBert und nehmen in einzelnen Zellen fast den gesamten Kernraum 
ein. CAsPERSSON (1941) macht fiir die NukleolusvergréBerung eine 
erhéhte Tatigkeit des dem Nukleolus anliegenden Heterochromatins 
verantwortlich, von dem Eiweie vom Histontyp und Nukleinséuren 
gebildet werden. Die Vermehrung dieser Substanzen greift auf das 
Plasma iiber. Hierzu ist es aber notwendig, daB diese Stoffe durch die 
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Kernmembran in das Plasma diffundieren und dort die Bildung neuer 
Substanz induzieren. Eine Parallele dieser NukleolusvergréBerung 
besteht zu den Untersuchungen NEmEcs (1899), der sie nach Welkung 
und Plasmolysierung der Zellen erhielt. Hier konnen durch das Fehlen 
freien Wassers, wie es auch bei den héheren Urethankonzentrationen 
der Fall ist, die im Nukleolus gebildeten Stoffe nicht mehr so leicht 
oder auch gar nicht mehr in das Plasma diffundieren und reichern sich 
deshalb im Nukleolus an. 

‘Die hier beschriebenen Stérungen des Nukleinsdurestoffwechsels 
(Hyperchromasie, Strukturvergréberung und NukleolusvergréBerung) 
sind nicht unbedingt miteinander gekoppelt. Bei LiCl und CsCl in 
Kombination mit Urethan findet man sehr starke Uberfarbung und 
kleinere Nukleolen als normal. Dasselbe findet auch Finx (1950) bei 
K-Mangelversuchen und nimmt hierfiir eine gestérte Abwanderung von 
Desoxyribosenukleinsiure von den Chromosomen wiahrend der Telo- 
phase an. Nach Einwirkung eines AICI;-Urethangemisches sind die 
Zellen und Kerne sehr stark gefarbt, die GréBe der Nukleolen aber 
schwankt, so daB Kerne mit sehr kleinen und solche mit groBen Nukleolen 
gefunden wurden. 


Die Chromosomen neigen besonders bei Urethandauereinwirkung zu 
Verklebung und Verklumpung. Mit Erhéhung der Konzentration 
nimmt der Schaidigungsgrad zu. In erster Linie ist hierbei an eine Ober- 
flaichenverinderung der Chromosomen bzw. ihrer Matrix zu denken. 
Auch der Nukleinsiureiiberschu8 kann die Verklebungstendenz steigern 
(DaRLIneTon 1947 und Koiizr 1947). Als Folge davon werden in der 
Ana- und Telophase die Chromatiden durch Briicken zusammengehalten. 
Anfangs ist die Telophase noch in der Lage, diese Schaden zu beseitigen 
und die Briicken zu lésen, ihre Kompensationsfahigkeit sinkt aber sehr 
bald ab und es werden hantelférmige Ruhekerne gebildet. 

Je nach der Konzentration, die einwirkt, sind karyolytische Kerne 
mehr oder weniger hiufig zu finden. Ob hier eventuell Nukleasen akti- 
viert werden, die die Kernstruktur zersetzen, oder ob eine Salzbildung 
erfolgt, ist recht”unsicher. Mdglich ist auch, daB infolge zu groBer 
Strukturzerstérung der ganze Kern zerfallt und das gesamte chromatische 
Material sich in einem Klumpen sammelt. 


Es soll nun noch auf die sog. Nesterbildung nach Urethaneinwirkung 
eingegangen werden. In den Wurzelspitzen treten an einzelnen Stellen 
gehauft geschadigte Zellen auf. Auf den Chromosomen zeigt sich hier 
eine achromatische Stelle neben der anderen. Auch das Geriist der 
Ruhekerne erscheint nicht mehr einheitlich; sondern in kleine Stiicke 
zerbrochen. Daraus kann man schlieBen, daB Urethan in verschiedener 
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Menge in die Zellen eindringt und in diesen Nestern starker konzentriert 
ist als in den weniger geschadigten Nachbarzellen. 


b) Spindelstérungen. 

Zu den spezifischen Spindelgiften wie Colchicin, Acenaphthen usw. 
kann Urethan nicht gezaéhlt werden. Bei diesen Stoffen wird die Spindel 
iiberhaupt nicht gebildet und die Chromosomen sind weder in der Lage, 
sich in die Aquatorialplatte einzuordnen noch die Anaphasebewegung 
auszufiihren. Bei Urethanbehandlung kann als Nachwirkung 6fters 
beobachtet werden, daB die Chromosomen von der Prophase oder der 
Metaphase aus einen Ruhekern rekonstruieren. Leider kann bei unserer 
Fixierungs- und Farbetechnik die Spindelfigur nicht gesehen werden. 
Wie aber aus den Untersuchungen von Bastrup-MapsEn (1949) an 
Hihnerfibroblasten-Mitosen hervorgeht, wird eine Spindel gebildet, 
aber trotzdem erfolgt von der Metaphase aus Ruhekernbildung. Dabei 
konnte aber keine Trennung der Chromatiden beobachtet werden. 
Dieser Befund fand sich an Vicia faba bestatigt. 

In einer Arbeit von Hout (1949) wird erwaihnt, daB nach Urethan- 
einwirkung auf die Mitose von Vicia faba auch tetraploide Zellen 
gebildet werden. Diese treten aber in den Kontrollen in der gleichen 
Haufigkeit auf und sind sicher nicht auf die Urethaneinwirkung 
zuriickzufiihren, sondern auf Endomitosen, die einwandfrei als solche 
in den Versuchen erkannt werden konnten (vgl. GerrteR 1940). In 
der Endomitose erfolgt eine Chromosomenteilung, ohne daB nach der 
Prophase die Kernmembran geéffnet wird und eine Zellteilung statt- 
findet. Es wird also nur die Chromosomenzahl innerhalb des Kernes 
verdoppelt. AnschlieBend vergréBert sich die ganze Zelle, so daB diese 
tetraploiden Zellen von den diploiden ohne weiteres unterschieden 
werden kénnen. 

Ruhekernbildung aus der Metaphase erfolgt bei Kurzzeit- und bei 
Dauereinwirkung, besonders haufig bei einer Urethan-K,SO,-Kom- 
bination. Dabei findet, wie schon erwahnt, keine Trennung der Chroma- 
tiden statt. Auch eine Kern- und ZellvergréBerung konnte nie beob- 
achtet werden. Es ist bei dieser Ruhekernbildung wahrscheinlich an 
eine Stérung von Quellungs- und Entquellungsvorgingen in der Zelle 
wahrend der Mitose zu denken. 

Multipolare Spindeln traten nur bei kurzzeitiger Urethaneinwirkung 
auf. Ihre Zahl nimmt nach Riicksetzung in Nahrlésung sehr schnell 
ab. Gleichzeitig sind in diesen Zellen oft Vakuolen zu finden, die infolge 
plotzlicher Wasseraufnahme entstehen und die Spindelfigur stéren. 

Ferner kann hier noch erwaihnt werden, da8 nach kurzzeitiger Ein- 
wirkung Zellen auftraten, in denen die Zellwand nur teilweise oder gar 
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nicht ausgebildet war. Wana (1936) stellte bei Plasmolyseversuchen 
dasselbe fest und nimmt an, da8 unter dem EinfiuB des Plasmolytikums 
der Phragmoplast entquillt. Wird die Konzentration erniedrigt, fangt 
dieser wieder an zu quellen. Darauf verschwindet die Scheidewand- 
anlage, die bereits normal entstanden war und es entstehen Zellen mit 
2 Kernen. 

c) Teilungsintensitét und Stadienverteilung. 

In allen Versuchen erhéht sich anfangs die Teilungshaufigkeit und 
sinkt dann besonders nach Bestrahlung sehr schnell ab Nach Bestrah- 
lung sind die Widerstainde gegen chemische und physikalische Prozesse 
nach etwa 12—15 Std gebrochen und es treten wieder vermehrt Kerne 
in Teilung. In den Urethan-Kurzversuchen konnte bis zum Abbruch 
des Versuches nach 24 Std nie eine Erholung der Zellen konstatiert 
werden. Die Wirkung auf die Zelle mu8 also viel intensiver sein als 
nach Bestrahlung. Fiir die Teilungshemmung diirfen nicht nur Sto- 
rungen in der Wasserzufuhr und Ladungsinderungen betrachtet werden, 
sondern es miissen auch Anderungen des Zellstoffwechsels beriicksichtigt 
werden. Méglicherweise treten infolge der gestérten Fermenttatigkeit 
Stoffwechselprodukte in der Zelle auf, die diese vergiften. Auch Std- 
rungen im Nukleinsiurestoffwechsel — in diesem Falle vermehrte Bil- 
dung von Nukleinséure — spielen eine groBe Rolle. 

Mit Hilfe der Varianzanalyse konnten die einwirkenden Faktoren 
wie Urethan, KCl und Zeit einzeln erfaBt werden. Zwischen den ein- 
zelnen Urethan- und auch KCl-Konzentrationen bestehen gesicherte 
Differenzen. KCl kann aber seine Wirkung im Gegensatz zu Urethan 
mit der Dauer der Einwirkung nicht verstérken. In Plasmolyse- 
versuchen zeigte TRONDLE (1920), daB bei KCl-Einwirkung nach Vor- 
behandlung der Zellen mit Chloroform oder Ather der Riickgang der 
Plasmolyse ausbleibt, da die Durchliassigkeit unterbunden wurde. In 
unseren Versuchen konnten Urethan wie KCl sofort nach Einsetzen 
der Pflanze in die Lésung auf diese einwirken. Durch das schnellere 
Permeiervermégen von Urethan reichert sich dieses in den Zellen 
besonders an den Oberflachen an und unterdriickt nach kurzer Zeit 
das Eindringen von KCl und dieses kann seine Wirkung nicht mehr 
weiter verstirken. 

In der Stadienverteilung treten sehr charakteristische Verschie- 
bungen auf. Nach Bestrahlung wird die Prophase verzégert und es 
treten nach einiger Zeit viele tiberalterte Prophasen auf. Das Stadium 
der Metaphase wird verkiirzt. Nach Urethaneinwirkung wird die Pro- 


phase verkiirzt. Dieser Verkiirzung parallel geht eine sich steigernde © 


Hyperchromasie, also eine Uberladung mit Desoxyribosenukleinsaure. 
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Kotxer (1947) findet bei sich teilenden Tumorzellen den gleichen Effekt 
und fiihrt dies auf eine verinderte Nukleinsiuresynthese zuriick. Durch 
die erhéhte Menge an Ribonukleinséure liuft die Synthese zu Desoxy- 
ribosenukleinsiure an den Chromosomen bedeutend schneller ab und 
die Prophase kann friiher in das Stadium der Metaphase iibergehen. In 
vielen Zellen kann eine verzogerte Auflésung des,Nukleolus beobachtet 
werden. Finx (1950) nimmt hierfiir eine Unterbrechung der Synthese 
von Ribose- zu Desoxyribosenukleinsaéure an. Es ist aber noch speziell 
fiir unsere Versuche eine andere Deutung méglich. Durch den Wasser- 
verlust der Zelle konnen die im Nukleolus angehauften Stoffe nicht mehr 
so leicht durch die Kernmembran in das Plasma diffundieren und 
wandern erst nach Auflésung der Kernmembran nach der Prophase 
in das Plasma. Die Metaphase wird verzégert. Ob nun die ungeordnete 
Bewegung der friihen Metaphase oder der Anaphasebeginn verzégert 
wird, kann nicht entschieden werden, denn zwischen diesen Stadien 
bestehen in den Versuchen kaum Unterschiede in der Chromosomen- 
groBe, und die Chromosomen besitzen meist schon in der Prophase 
metaphasische Linge v.M6LLENDORFF (1937) stellte in seinen sehr 
exakten Untersuchungen, die er mit Zeitrafferfilmen durchfihrte, eine 
Verzégerung der friihen Metaphase fest. Durch Erschwerung der Spindel- 
bildung ist in unseren Versuchen aber auch eine Verzogerung des 
Anaphasebeginns anzunehmen. Die Verlingerung dieses Stadiums ist 
jedenfalls auf verainderte Quellungs- und Entquellungsvorgange zuriick- 
zufiihren. Die Anaphase erfahrt keine merklichen Verinderungen. Die 
Ruhekernbildung beginnt zumeist in der mittleren Telophase. Das 
trotzdem vermehrte Auftreten von Telophasen spricht fiir eine Ver- 
zogerung auch dieses Stadiums. 


2. Chromosomenmutationen. 
Unter Chromosomenmutationen versteht man Strukturverande- 
rungen der Chromosomen. Diese kénnen sich als Fragmentation, Dele- 
tion, Inversion, Duplikation und Translokation auBern. 


a) Fragmentation und Restitution. 


Fragmentationen treten als Primar- (unspezifisch-physiologische 
St6rung) und als Sekundireffekt (Ruhekerngiftstérung) auf, Resti- 
tutionen nur als Sekundireffekt (vgl. MarquarpT 1948). Ob ein Bruch 
nach ChemikalieneinfluB erst wahrend der Teilung entstanden ist oder 
schon vor Beginn der Teilung im Ruhekern, kann nie entschieden 
werden, da die einwirkenden Stoffe auch wahrend der Teilung in der 
Zelle vorhanden sind. Ein chemisches Agens kann also nur dann zu den 
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Mutagenen gezihlt werden, wenn einwandfreie Chromosomenumbauten 
gefunden werden. 

Das Chromosom ist bereits vor Eintritt in die Mitose mindestens 
vierteilig (KuwAaDA 1939, MarquarpT 1941). Je nach dem Grad der 
Durchtrennung des Chromosoms spricht man von chromosomalen, 
chromatidalen und halbchromatidalen Fragmentationen. Am haufigsten 
finden sich chromosomale Briiche. Halbchromatidbriiche sind infolge 
der sehr starken Chromosomenkontraktion und Uberfarbung sehr 
schwierig festzustellen. Chromatid- und Halbchromatidbriiche treten 
uns meist als unvollstindige Briiche entgegen. 

Die Fragmentationen treten bei den Urethanversuchen gegeniiber 
den Restitutionen sehr stark in den Vordergrund. Dasselbe fanden 
OEHLKERS und Marquarpt (1950) an Paeonia. Bei Oenothera sind Frag- 
mente sehr selten zu finden, meist nur Restitutionen (OEHLKERs: 1943, 
1946, OEHLKERS und LinneERT 1949). Hierfiir wird der unterschiedliche 
Bau der Chromosomen verantwortlich gemacht. Oenothera ist partiell 
heterochromatisch, Paeonia wie auch Vicia faba fast rein euchromatisch. 


Sehr bemerkenswert hierzu sind die Befunde von Forp (1949). 
Dieser lieB Senfgas auf Vicia faba einwirken und fand, daB freie Bruch- 
flachen sehr selten sind. Meist erfolgt Rekombination der Bruchflaichen 
zwischen Schwesterchromatiden. Minute deletions treten haufiger auf 
(vgl. Dartineton und Ko.iEr 1947). 

Neben chromosomalen und chromatidalen Chromosomenumbauten 
konnten auch, 3 einwandfreie Halbchromatidtranslokationen beobachtet 
werden. Diese finden sich also nicht nur in der Meiosis (OFHLKERS 
und Marquarpt 1950), sondern auch in somatischem Gewebe in der 
Mitose. Ob noch weitere Untergliederungen des Chromosoms Ver- 
anderungen aufweisen, kann bei diesem Objekt nicht mehr festgestellt 
werden. 

b) Verteilung der Briiche iiber das Genom. 


Besteht keine Bevorzugung eines oder einzelner Chromosomen, so 
miissen die Briiche gemaé8 der Chromosomenlinge im Verhdaltnis 5:2 
auf die kleinen und das SAT-Chromosom verteilt sein. Nach Bestrahlung 
stimmt der Wert mit der Erwartung gut iiberein. Nach Urethanein- 
wirkung aber zeigt sich eine deutliche Bevorzugung in der Bruch- 
haufigkeit auf dem M-Chromosom gegeniiber den kleinen Chromosomen. 
Dies steht im Gegensatz zu den Befunden von OEHLKERS und LINNERT 
(1949), die bei Oenothera eine zufallsgemaife Verteilung der Trans- 
lokationen nach Einwirkung eines Urethan-KCl-Gemisches iiber das 
Genom fanden. Auch VoerT (1948) fand, daB die Genmutationen bei 
Drosophila auf dem X-Chromosom nach Urethaneinwirkung ebenso wie 
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nach Bestrahlung zufallsgeméB verteilt waren. Marquarpr (1949) 
bestatigte die gleichmaBige Bruchverteilung an Paeonia. 

Zur weiteren Untersuchung wurde das M-Chromosom in 6 Regionen 
eingeteilt. Dabei zeigte sich, daB nach Urethaneinwirkung gegeniiber 
der Bestrahlung der Satellit haufiger fragmentiert ist. Die SAT-Zone, 
die véllig achromatisch ist, ist also gegeniiber Urethan viel empfindlicher 
als gegen Bestrahlung. Weiter zeigte sich, daB nach Bestrahlung wie 
nach Urethaneinwirkung die Insertion sowie dieser nahegelegene Stellen 
auf dem M-Chromosom bevorzugt brechen. Den gleichen Befund hatte 
pA Camara (1949) nach Bestrahlung von Triticum-Arten. Er erklart 
diese Bevorzugung mit einer erhéhten chemischen Aktivitaét dieser 
Stellen. 

Bei den kleinen Chromosomen treten nach beiden Behandlungen 
die Briiche bevorzugt in der medianen Region auf. Sehr interessant 
hierzu sind die Ergebnisse von Forp (1949). Er fand, daB nach Senfgas- 
behandlung von Vicia faba die kleinen Chromosomen meist nur in der 
Mitte brechen. Uber eine selektive Wirkung von Senfgas auf dem M- 
Chromosom ist nichts erwahnt. 

Besonders muB noch die Wirkung von AICI, erwihnt werden. In 
diesem Versuch wird bevorzugt der Satellit mit dem nukleolenbildenden 
K6rper zusammen fragmentiert. Ein Bruch an dieser Stelle des M-Chro- 
mosoms wurde sonst in keinem Versuch festgestellt. 


c) Das Verhiltnis chromosomale/chromatidale Briiche. 


Die Briiche treten in zwei Erscheinungsformen — chromosomal und 
chromatidal — auf. Wird kurz vor Beginn der Mitose bestrahlt, dann 
iiberwiegen die chromatidalen Briiche. Das Chromosom reagiert in 
diesem Fall, als ob sich die Spaltung bereits vollzogen habe. Gleich- 
zeitig treten aber auch chromosomale Briiche, sog. ,,[sochromatid- 
fragmentationen“ auf. Trotz der bereits wirksam gewordenen Langs- 
spaltung wurden beide Chromatiden gebrochen. Mit VergréBerung des 
Abstandes zwischen Bestrahlung und Beginn der Mitose treten chromo- 
somale Briiche vermehrt auf (Sax 1941, Swanson 1943). Bei steigender 
Dosis kurz vor der Zellteilung nehmen die Isochromatidfragmentationen 
zu (MarquarptT 1949). 

Bei kurzzeitiger Urethaneinwirkung ist dieses Verhaltnis gerade 
umgekehrt. Nach 1 Std sind fast ausschlieBlich, besonders bei starken 
Dosen, chromosomale Fragmente zu finden. Bis 4 Std sinkt deren Zahl 
betrachtlich ab und chromatidale Briiche treten vermehrt auf. Dies 
148t sich durch Adsorption des Urethans auf den Chromosomenober- 
flichen erkliren. Infolge dieser Adsorption erhalt man auf den Chromo- 
somen Stellen, die nur schwach mit Desoxyribosenukleinsiure beladen 
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sind und daher schwache Stellen auf den Polypeptidketten darstellen, 
die gewohnlich brechen (AUERBACH 1943). Kurze Zeit nach dem Um- 
setzen in Nahrlésung enthalten die Zellen noch viel Urethan, so da8B 
meist chromosomale Briiche auftreten. Nach 4 Std ist die Urethan- 
konzentration in den Zellen bedeutend geringer geworden und daher 
sind auch weniger Urethanmolekiile auf den Oberflachen der Chromo- 
somen bzw. Chromonemen adsorbiert. Bei Beginn der Mitose kénnen 
nun wieder bedeutend mehr Chromatiden normal mit Desoxyribose- 
nukleinsaiure beladen werden, waihrend das Schwesterchromatid immer 
noch nukieinséurearme Stellen zeigt, die brechen kénnen. Je starker 
also die Konzentration von Urethan in der Zelle ist, um so mehr treten 
die chromosomalen Briiche hervor. 


3. Zusammenwirken von Urethan mit Neutralsalzen. 


Das Zahlenmaterial ist in diesen Versuchen noch zu gering, um 
exakte Aussagen iiber etwaige Differenzen machen zu kénnen. Deshalb 
soll hier nur kurz auf die Ergebnisse eingegangen werden und eine aus- 
fiihrlichere Diskussion soll in einer spiteren Arbeit folgen. 


Wo der Angriffspunkt von Ionen in der Zelle liegt, kann leider 
nicht gesagt werden. Ihr Einflu8 aduBert sich in recht verschiedener 
Weise. Der Zustand des Plasmas kann durch Adsorption verandert 
werden, die Hydratation, der pg-Wert und andere physiologische Eigen- 
schaften werden ebenfalls beeinflu8t (BoazNn 1948). Ionenreihen, die 
fiir eine Diskussion iiber die Wirkung der Ionen wichtig sind, wurden 
nicht gefunden. Die durch die Neutralsalze auftretenden Stérungen wie 
z. B. starke Verklebungstendenz durch CsCl und Spiralisationsstérungen 
durch KSCN wurden schon von StTan@E (1951) an der Meiosis von Oeno- 
thera beschrieben und diskutiert und es soll nicht weiter darauf ein- 
gegangen werden. Die gleichen Spiralisationsstérungen wie durch KSCN 
entstehen auch durch AICls. 

Bei einem Urethan-KCl-Gemisch erhielt OzHLKERS (1943) eine sehr 
starke Erhéhung der Mutationsrate gegeniiber den beiden Stoffen allein. 
Stance (1951) fand dasselbe nach Bestrahlung nicht nur durch KCl, 
sondern auch durch LiCl. In unseren Versuchen wurde der Fragmen- 
tationsgrad durch die einzelnen Neuitralsalze gegeniiber den Kontrollen 
— besonders stark bei AIC], — erhéht. In Kombination mit Urethan 
steigt der Prozentsatz an Chromosomenaberrationen nur wenig .hoher 
iiber den von Urethan allein und es kann nicht von einer additiven Wir- 
kung der beiden Stoffe gesprochen werden. Eine Ausnahme in diesen 
Kombinationen bildet AlCl, + Urethan. Diese wirken antagonistisch 
und die Zah] der Aberrationen wird betrachtlich verringert im Vergleich 
zu den beiden Agenzien allein. 
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Ein Antagonismus von chemischen Stoffen wurde schon 6fters 
beschrieben. Durch Sulfonamide wird die Wirkung von Colchicin auf 
die Zelle aufgehoben, durch Hefenukleinsaéuren die von Trypaflavin, aber 
nicht die von Colchicin. Lzttr& zieht (1946) daraus den SchluB, daB 
Colchicin einen ganz anderen Angriffspunkt in der Zelle hat als Trypa- 
flavin. 

Al besitzt infolge seiner Wertigkeit die Eigenschaft, andere Ionen zu 
entgiften (Sztics 1913). Die Wirkung eines Stoffes im Gemisch mit 
einem anderen kann sich auf zweierlei Art auBern, entweder es ent- 
giftet ihn, oder es wirkt selbst giftig. Bei Al ist der entgiftende Faktor 
der groéBere. Am starksten entgiftend wirken solche Stoffe, die die 
Aufnahmegeschwindigkeit anderer am stiirksten herabsetzen. Auch 
wird in Gemischen die Adsorption der einzelnen Salze kleiner, als wenn 
jedes einzein einwirkt. Sztics (1913) erhielt in seinen Versuchen, in denen 
er die entgiftende Wirkung von Neutralsalzen auf Alkaloide feststellte, 
folgende Ionenreihe: K <Ca < Al. Diese Wirkung hangt aber nicht nur 
von der Wertigkeit des einzelnen Ions ab, sondern auch von den Kon- 
zentrationsverhaltnissen zwischen giftigen und entgiftenden Agenzien. 
Diese Befunde bestatigten sich auch in unseren Versuchen, und zwar 
nicht nur bei AICl;, sondern auch bei einigen Urethan-KCl-Gemischen, 
bei denen eine Konzentrationsabhangigkeit der entgiftenden Wirkung 
festgestellt werden konnte. Bei Urethan -+ m/200 KCl wurden stets 
mehr Fragmente gefunden als bei Urethan + m/20 KCl. 

Aus all diesen Untersuchungen ergibt sich, daB sich der Einflu8 
mutagener Substanzen nicht nur an den Chromosomen manifestiert, 
sondern daB bei einer Beurteilung ihrer Wirkung auch plasmatische 
Anderungen und Stérungen beriicksichtigt werden miissen. 


Zusammenfassung. 

1. Wurzelspitzen von Vicia faba wurden mit verschiedenen Urethan- 
KCl-Gemischen behandelt. Die daraus gewonnenen Ergebnisse wurden 
mit solchen, die nach Bestrahlung erhalten wurden, verglichen. 

2. Hyperchromasie ist sehr stark ausgepragt. Dieser parallel geht 
Verkkebungstendenz und Verkiirzung der Chromosomen und eine Ver- 
gréberung der Ruhekernstruktur. Die Zell- und KerngréBe ist reduziert, 
der Nukleolus ist vergréBert und wird verzégert aufgelést. 

3. Die Stadienhaufigkeit sinkt infolge von Stoffwechselstérungen 
rasch ab. Die Prophase wird verkiirzt, die Metaphase und Telophase 
verlingert. Ruhekernbildung beginnt meist in mittlerer Telophase. 
Hiufig werden Ruhekerne aus der Prophase und Metaphase gebildet. 
Nach Bestrahlung erfolgt verzégerte Auflésung der Kernmembran und 
es treten. iiberalterte Prophasen auf. 
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4, Ein Vorriicken der Differenzierungszone wie nach Bestrahlung 
tritt nicht auf. 

5. Bei kurzzeitiger Behandlung treten als Nachwirkungen Stérungen 
der Spindel und des Phragmoplasten auf. 

6. Stérungen in der Chromosomenbewegung nach Centromerschaden 
oder starker Verklebung und Fragmentation fiihren zu hantelférmigen 
Kernen und Karyomeren. 

7. Es treten chromosomale, chromatidale und halbchromatidale 
Fragmentationen und Restitutionen auf. 

8. Chromosomale Fragmentationen sind sehr stark vorherrschend. 
Ihre Zah] nimmt bei kurzzeitiger Einwirkung rasch ab und die der 
Chromatidbriiche zu. 

9. Nach Bestrahlung erfolgt zufallsgemaiBe Bruchverteilung zwischen 
m- und M-Chromosomen. Nach Urethaneinwirkung wird das SAT- 
Chromosom bevorzugt gebrochen. Dies konnte auf eine erhéhte Bruch- 
haufigkeit des Satelliten zuriickgefiihrt werden. 

10. Nach Urethaneinwirkung wie nach Bestrahlung brechen die 
kleinen Chromosomen meist in der medianen Region. Auf dem SAT- 
Chromosom sind insertionsnahe Stellen und SAT-Zone besonders bruch- 
empfindlich. 

11. Weiterhin wurde Urethan mit Neutralsalzen kombiniert. Eine 
additive Wirkung der Agenzien erfolgt nicht. 

12. Die Wirkung von Urethan auf die Chromosomen wird von Al 
iibertroffen. Beide kombiniert wirken, antagonistisch. 

Herrn Prof. Dr. F. OfHLKERS méchte ich an dieser Stelle danken fiir die 
Uberlassung des Themas und seine Anregungen wahrend der Arbeit. Ebenfalls 
danke ich Fraulein Dr. C. Harte fiir ihre stete Hilfsbereitschaft vor allem bei der 

_ Statistischen Auswertung. 
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